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Zusammenfassung 
Sactipeptide sind eine neue Klasse ribosomal synthetisierter, meist bioaktiver Peptide, die aus 
26 bis 35 proteinogenen Aminosäuren bestehen. Ihr charakteristisches Merkmal ist eine Thio-
etherbindung, die das Schwefelatom einer Cysteingruppe mit dem α-Kohlenstoffatom einer Ak-
zeptoraminosäure verknüpft. Als Akzeptoren wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt die Aminosäu-
ren Phenylalanin, Threonin, Methionin, Asparagin, Serin, Alanin und Tyrosin identifiziert. Alle 
bekannten Sactipeptide verfügen über eine relativ starre helikale Struktur. Teilweise wird auch 
ein zyklisches Peptidrückgrat gefunden. Der Sporulation Killing Factor (SKF) verfügt neben der 
Thioetherbrücke über eine Disulfidbindung zwischen zwei Cysteinen.  
Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Biosynthese der Thioetherbildung in den Sactipeptide Subti-
losin A und SKF untersucht. Es wurde gezeigt, dass die Bildung der Thioetherbrücken von den 
Enzymen AlbA (Subtilosin A) und SkfB (SKF) katalysiert wird. Diese beiden Proteine wurden als 
Radical SAM Enzyme identifiziert, da sie nur in der mit Eisen und Schwefel beladenen Form 
und nur unter reduktiven Bedingungen in der Lage sind S-Adenosylmethionin (SAM) in Methio-
nin und das 5’-Deoxyadenosylradikal zu spalten. Des Weiteren wurde durch die Bestimmung 
des Eisengehaltes von-Varianten der beiden Enzyme und auch durch spektroskopische Unter-
suchungen dieser Proteinvarianten gezeigt, dass AlbA wie auch SkfB zwei [4Fe-4S]-Cluster 
binden. Der über ein für Radical SAM Enzyme charakteristisches CXXXCXXC-Motiv gebundene 
[4Fe-4S]-Cluster ist für die Spaltung von SAM verantwortlich wohin gegen der andere [4Fe-4S]-
Cluster eine wichtige Rolle in der Synthese des Thioethers spielt. 
Durch Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit und ohne Zugabe von Iodacetamid, die anschlie-
ßend per HPLC-HRMS analysiert wurden, wurde gezeigt, dass die Enzyme jeweils für die Syn-
these der Thioetherbrücken in dem dazugehörigen Vorläuferpeptid (SboA, SkfA) verantwortlich 
sind. Durch Leaderpeptidlose SboA und SkfA-Varianten wurde gezeigt, dass die Reaktion den 
ersten Schritt in der jeweiligen Biosynthese bildet. Durch AlbA und SkfB-Varianten wie auch 
Interaktionsstudien mit AlbA, AlbA-Varianten und SboA wurde eine Wechselwirkung des zwei-
ten gebundenen [4Fe-4S]-Clusters und dem Vorläuferpeptid nachgewiesen. Des Weiteren wur-
den SkfA-Varianten hergestellt die Fragen zur Substratspezifität im Bezug auf Donor- und Ak-
zeptorposition in der SkfB katalysierten Reaktion beantworten sollten. Dabei wurde u.a. gezeigt, 
dass die Enzymklasse nicht in der Lage ist die Synthese von Etherbindungen zu katalysieren. 
Aufbauend auf den dabei erhaltenen Ergebnissen wurde ein vollständig neuer, über radikale 
Zwischenstufen verlaufender Mechanismus für die Synthese der Thioetherbindungen vorge-
schlagen und verifziert. 
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Abstract 
Sactipeptides are a new class of ribosomal assembled and posttranslational modified, mostly 
bioactive peptides, which are assembled of 26 to 35 proteinogenic amino acids. Their character-
istic feature is a thioether bond linking the sulfur atom of a cysteine residue with the α-carbon of 
an acceptor amino acid. Until now the amino acids phenylalanine, threonine, methionine, aspar-
agine, serine, alanine and tyrosine were identified as acceptors. All known sactipeptides pos-
sess of an inflexible helical fold. Partial a cyclized peptide backbone is found. The sporulation 
killing factor (SKF) contains an additional disulfide bridge as posttranslational modification be-
sides the sactipeptide like thioether linkage. 
In this thesis the biosynthesis of the thioether bond formation in the sactipeptides subtilosin A 
and SKF was investigated. It was shown that enzymes AlbA (subtilosin A) and SkfB (SKF) cata-
lyze the generation of the thioether linkages. These proteins were identified as radical SAM en-
zymes, as they were only able to catalyze the cleavage of S-adenosylmethionine into methio-
nine and the 5’-deoxyadenosylradical under reductive condition and after the enzymes were 
fully loaded with iron- and sulfide-ions. Furthermore it was shown, that both enzymes contains 
two [4Fe-4S]-Clusters. Therefore the iron- and sulfur-content of the proteins and protein variants 
were measured. As well the proteins and protein variants were analyzed by several spectro-
scopic techniques. The [4Fe-4S]-Cluster, which is coordinated by the characteristic radical SAM 
enzyme like CXXXCXXC motif is responsible for the cleavage of SAM, whereas the second 
[4Fe-4S]-Cluster plays a key role during thioether bond formation. 
By carrying out precursor peptide modification assays with and without the addition of iodoa-
cetamide and subsequent HPLC-HRMS analysis, it was shown that AlbA and SkfB are able to 
catalyze the thioether linkage generation in the respective precursor peptide (SboA, SkfA). By 
assaying leaderpeptide less SboA and SkfA variants it was elucidated that the AlbA and SkfB 
catalyzed reactions are the first step during the biosynthesis of both sactipeptides. Precursor 
peptide modification assays with AlbA and SkfB variants, as well as interaction studies with Al-
bA, AlbA variants and SboA showed an interaction between the second [4Fe-4S]-Cluster and 
the precursor peptide. Additional assays with SkfA variants, which should address issues con-
cerning the substrate specificity of SkfB towards the donor and acceptor positions, were carried 
out. Within these assays it was e.g. shown that the enzyme class is not able to catalyze the 
formation of an ether linkage. Based on the obtained results a completely new radical based 
mechanism for thioether bond formation during sactipeptide biosynthesis is proposed and veri-
fied. 
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EINLEITUNG 
 1 
1. Einleitung 
1.1 Naturstoffe 
Als Naturstoffe werden chemische Verbindungen natürlichen Ursprungs (Pflanzen, Mikroorga-
nismen, Tiere, Pilze, usw.) verstanden, die eine biologische Aktivität besitzen. Von der mensch-
lichen Gesellschaft werden diese seit Jahrtausenden für unterschiedlichste Zwecke, wie z. B. 
als Rauschmittel (Tetrahydrocannabinol aus Cannabis) oder als Pfeilgift für die Jagd (Curare, 
Lianen), verwendet (Verdine, 1996). Der Durchbruch der Naturstoffe als Pharmazeutika in der 
modernen Medizin wurde durch die Entdeckung des Penicillins im Jahr 1928 und dessen groß-
industriele Produktion in den 1940er Jahren erzielt. Dadurch war es erstmals möglich, bakteriel-
le Infektionen an operierten oder in Kriegen verletzten Personen gezielt zu behandeln und zu 
heilen (Fleming, 1980). Zur Zeit basieren etwa 60% der verwendeten Pharmazeutika auf Natur-
stoffen (Newman et al., 2003). Bei 50% der neu zugelassen Medikamente in den Jahren 1985 
bis 2006 handelte es sich um Naturstoffe oder dessen Derivate (Newman and Cragg, 2007). 
Unter anderen kann der hohe Anstieg der menschlichen Lebenserwartung im 20. Jahrhundert 
durch den hohen Einsatz dieser natürlichen Pharmazeutika begründet werden (Verdine, 1996). 
Das jährliche Marktvolumen der daraus resultierenden Produkte liegt bei ungefähr 40 Milliarden 
US-Dollar  (Demain, 2009). 
Das große biologische Potential der Naturstoffe liegt in ihrer hohen strukturellen Diversität be-
gründet. Im Laufe der Evolution haben sich verschiedene biosynthetische Produktionsverfahren 
entwickelt, nach denen die Naturstoffe auch eingeteilt werden. So wird zwischen Alkaloiden, 
Terpenen, Polyketiden, Kohlenhydraten, Lipiden und Peptiden unterschieden. Die hohe struktu-
relle Komplexität untereinander basiert vermutlich auf der evolutionären Entwicklung der Bio-
synthesemaschinerien, die direkt mit den Veränderungen der Umweltbedingungen zusammen-
hängen (Singh and Barrett, 2006).  
Bei vielen dieser Sekundärmetabolite handelt es sich um Peptide. Diese werden in drei Klassen 
eingeteilt: 1.) die ribosomal und postranslational modifizierten Peptide (RP), 2.) die nicht-riboso-
mal produzierten Peptide (NRP) und 3.) die Cyclodipeptide. Die Biosynthese von Cyclodipepti-
den wird über Cyclodipeptid Synthasen katalysiert. Als Substrat dient mit Aminosäuren belade-
ne tRNA (Aminoacyl-tRNA) (Giessen et al., 2013a; 2013b; Gondry et al., 2009). Auf die Biosyn-
these von ribosomal und nicht-ribosomal produzierten Peptiden wird in den nächsten Kapiteln 
eingegangen. 
EINLEITUNG 
 2 
1.1.1 Nicht-ribosomale Peptide 
Nicht-ribosomal synthetisierte Peptide werden, wie der Name schon impliziert, unabhängig vom 
Ribosom assembliert. Ihre Biosynthese verläuft an multimodularen Megaenzymkomplexen, den 
sogenannten nicht-ribosomalen Peptidsynthetasen. Diese sind modular aufgebaut, d. h. dass in 
linearen NRPS-Systemen für jeweils eine eingebaute Aminosäure ein Elongationsmodul benö-
tigt wird. Die Reihenfolge der Elongationsmodule bestimmt die Aminosäuresequenz des as-
semblierten Peptids. Als Beispiel ist in Abbildung 1.1 die nicht-ribosomale Peptidsynthetase von 
Bacitracin gezeigt. Der Megaenzymkomplex besteht aus 12 Modulen. Jedes Modul besteht da-
bei aus mindestens drei Domänen. Diese sind die Adenylierungsdomäne (A-Domäne), die Kon-
densationsdomäne (C-Domäne) und das Peptidyl Carrier Protein (PCP-Domäne). 
 
 
Abbildung 1.1: Schematische Übersicht über die nicht-ribosomale Peptidsynthetase von Bacitracin. Der für die Bio-
synthese verantwortliche Gencluster besteht aus den Genen bacT, bacA, bacB, bacC, bacRS und bcrABC, wobei die 
Gene bacABC die nicht-ribosomale Peptidsynthetase kodieren. Dessen modularer Aufbau und die an ihr ablaufende 
Biosynthese von Bacitracin sind im mittleren Abbildungsteil dargestellt. Die TE-Domäne von Modul 12 katalysiert die 
Bildung eines Makrolactamrings und somit die Freisetzung von Bacitracin, dessen Struktur im unteren Abbildungsab-
schnitt gezeigt ist. 
 
Die Funktion der A-Domäne besteht in der Erkennung und Aktivierung der jeweiligen Aminosäu-
re als Aminoacyl-Adenylat unter ATP Hydrolyse. Die so aktivierte Aminosäure wird anschlie-
ßend auf die Thiolfunktion des in der PCP-Domäne gebundenen Phosphopantetheinylarms 
übertragen. Durch den relativ bewegbaren Arm kann die, nun als Thioester aktivierte, Amino-
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säure in weitere katalytisch aktive Domänen des Moduls, wie die C-Domäne, transportiert wer-
den. Die C-Domäne katalysiert die Bildung der Peptidbindung, indem sie den nucleophilen An-
griff der Aminogruppe, einer im nächsten Modul aktivierten Aminosäure, auf den Thioester er-
möglicht. Die Elongationsmodule können neben den angesprochenen drei essentiellen Domä-
nen über weitere Domänen verfügen. So werden in der Bacitracin-Synthetase Module mit Epi-
merisierungsdomäne (E-Domäne), Zyclisierungsdomäne (Cy-Domäne) und Termitationsdomä-
ne gefunden. Die Terminationsdomäne katalysiert die Abspaltung des fertig assemblierten Pep-
tids unter einer Zyklisierungsreaktion. Nicht-ribosomal synthetisierte Peptide verfügen über eine 
hohe strukturelle Diversität. Gründe dafür sind zum einen, dass A-Domänen auch nicht protein-
ogene Aminosäuren aktivieren können. Hinzu kommt, dass die aktivierten Aminosäuren durch 
spezifische Domänen am Megaenzymkomplex weiter modifiziert werden können. Des Weiteren 
konnte kürzlich gezeigt werden, dass der Strukturreichtum durch postsynthetische Modifikatio-
nen weiter erhöht wird (Marahiel, 2009; Sattely et al., 2008; Strieker et al., 2010). 
1.1.2 Ribosomale Peptide 
Im Gegensatz zu den nicht-ribosomalen Peptiden sind ribosomal synthetisierte Peptide aus den 
20 proteinogenen Aminosäuren aufgebaut. Aus diesem Grund könnte davon ausgegangen 
werden, dass sie über eine geringere strukturelle Diversität wie NRPs verfügen. Dies ist jedoch 
falsch, da sie durch exzessive posttranslationale Modifikationen eine ähnlich hohe Strukturviel-
falt wie nicht-ribosomal assemblierte Peptide erlangen (McIntosh et al., 2009). Es wird ange-
nommen, dass 99% aller Bakterien mindestens ein ribosomales Peptid synthetisieren (Klaen-
hammer, 1988). Darüber hinaus wurden in allen Domänen biologischen Lebens Biosynthe-
secluster für diese Naturstoffklasse gefunden. 
Die genetische Information, die für die Synthese eines ribosomalen Peptids benötigt wird, ist in 
Form eines Genclusters / Operons gespeichert. Der Gencluster besteht im Allgemeinen aus 
einem Vorläuferpeptidgen und Genen, die posttranslational modifizierende Enzyme, Exporter 
und Immunitätsproteine codieren. Der erste Schritt der Biosynthese eines RP ist die Transkripti-
on und Translation des Vorläuferpeptidgens in das Vorläuferpeptid. Dieses wird im nächsten 
Schritt durch die ebenfalls exprimierten Enzyme postranslational modifiziert. Im letzten Schritt 
wird durch proteolytische Spaltung des Vorläuferpeptids der aktive Naturstoff erhalten. Dieser 
wird durch die in dem Operon codierten Exporter und Immunitätsproteine aus der Zelle ge-
schleust. Eine schematische Übersicht der Biosynthese beinhaltet Abbildung 1.2 (Oman and 
van der Donk, 2009). 
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Abbildung 1.2: Schematischer Überblick der allgemeinen Biosynthese von ribosomal produzierten Peptiden. Das 
Operon bzw. der Gencluster, der für die Synthese des Naturstoffs verantwortlich ist, ist farbig hervorgehoben. 
 
Das Vorläuferpeptid (Abbildung 1.3) setzt sich in den meisten bekannten Fällen aus einem N-
terminalen Leaderpeptid und einem C-terminalen Corepeptid zusammen. Das Corepeptid bildet 
die Grundlage des zu produzierenden Sekundärmetaboliten. Das Leaderpeptid spielt bei der 
Prozessierung des Vorläuferpeptids eine große Rolle. So verläuft die Erkennung der Enzyme, 
die für die postranslationale Modifikation des Corepeptids verantwortlich sind, meistens über die 
Leadersequenz. In Lanthipeptiden der Klasse I wird das Leaderpeptid für z. B. die Sekretion aus 
der Zelle benötigt. Eine weitere Funktion liegt darin, die biologische Aktivität des Vorläuferpep-
tids zu minimieren. In manchen Fällen verfügt der Vorläufer über zusätzliche Peptidsequenzen. 
So enthalten die meisten eukaryotischen Vorläuferpeptide eine zusätzliche N-terminale Signal-
peptidsequenz. Diese dirigiert das Vorläuferpeptid z. B. im Fall von Conopeptiden (hochgiftige 
Kugelschneckengifte) in das endoplasmatische Retikulum (Craig et al., 1999). Darüber hinaus 
treten in Vorläuferpeptiden teilweise weitere C-terminale Sequenzen auf. Diese werden als 
Recognitionsequenz bezeichnet und spielen z. B. bei der Biosynthese von Cyanobactinen (Ka-
pitel1.2.6) eine wichtige Rolle (Oman and van der Donk, 2009). 
Ein großer Vorteil ribosomaler Peptide gegenüber nicht-ribosomalen Peptiden ist die leichte 
Manipulation ihrer Sequenz und dadurch ihrer Struktur. So reicht bei ihnen für den Austausch 
einer Aminosäure die Mutagenese von maximal drei DNA-Basen. Bei nicht-ribosomalen Pepti-
den müssten dafür ganze Module mit einer Größe von 1500 – 3000 Nukleotiden ausgetauscht 
Gencluster
Transkription
Translation
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX
Vorläuferpeptid
posttranslationale Modifikationen
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX *      *           *              *
modifiziertes Vorläuferpeptid
proteolytische Spaltung
XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX *      *           *              *
aktiver Naturstoff
XXXXXXXXXX
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Modifizierungsenzym
Protease
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werden. Es ist anzumerken, dass dies auch nur in den wenigsten Fällen möglich ist (Marahiel et 
al., 1997). 
 
 
Abbildung 1.3: Allgemeiner Aufbau eines Vorläuferpeptids. Die für die Biosynthese essentiellen Leaderpeptid- und 
Corepeptidregionen sind in blau dargestellt. Die Sequenzen für ein Signalpeptid oder die Recognitionregion sind grau 
dargestellt. Sie werden nur in einem Teil der bekannten Vorläuferpeptide ribosomal produzierter Peptide gefunden.  
1.1.3 Bacteriocine aus Gram-positiven Bakterien 
Als Bacteriocine werden Peptide ribosomalen Ursprungs mit antimikrobieller Wirkung aus bakte-
rieller Herkunft bezeichnet. Bacteriocine aus Gram-negativen Organismen werden in zwei Klas-
sen eingeteilt: die Colicine mit einer Größe größer 10 kDa und die Microcine mit einer Größe 
kleiner 10 kDa (Duquesne et al., 2007). Bacteriocine aus Gram-positiven Organismen sind 
meistens kleiner als 8 kDa und werden zur Zeit in drei Klassen eingeteilt (Abbildung 1.4) 
(Maqueda et al., 2008; Nes et al., 2007; Oman and van der Donk, 2009). 
 
 
Abbildung 1.4: Übersicht über die aktuelle Klassifizierung von Bacteriocinen aus Gram-positiven Bakterien. 
 
Klasse I setzt sich aus posttranslational modifizierten Peptiden zusammen. Dazu gehören Lan-
thipeptide (Klasse Ia), Labyrinthopeptide (Klasse Ib), die ebenfalls zu den Lanthipeptiden ge-
zählt werden können (Kapitel 1.2.2), und Sactipeptide (Kapitel 1.2.1), dessen Biosynthese im 
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurde. In Klasse II sind nicht modifizierte Bacteriocine einge-
Signalpeptid Leaderpeptid Corepeptid Recognition-sequenz
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teilt. Dazu zählen z. B. Pepdiocin PA-1 (Klasse IIa) aus Lactococcus lactis (Rodríguez et al., 
2002) oder Leucocin A (Klasse IIa) aus Leuconostoc gelidum (Hastings et al., 1991). Bei ihnen 
handelt es sich um kleine, hitzestabile Peptide, die unter anderem in der Lebensmittelindustrie 
als Konservierungsmittel eingesetzt werden. Zu Klasse III der Bacteriocine zählen ungewöhn-
lich große Peptide mit einer Masse größer 25 kDa. Diese Klasse lässt sich weiter in nicht lyti-
sche Proteine (Klasse IIIb) und Bacteriolysine (Klasse IIIb) unterteilen. Zur Klasse IIIb gehört z. 
B. Lysostaphin aus Staphylococcus simulans (Bastos et al., 2009) das in der Lage ist, Zellwän-
de Gram-positiver Bakterien abzubauen. 
1.2 Wichtige Klassen ribosomal synthetisierter Peptide 
Im Folgenden werden einige Klassen ribosomaler Peptide vorgestellt, die im Rahmen dieser 
Arbeit eine wichtige Rolle spielen. 
1.2.1 Sactipeptide 
Sactipeptide, ehemals als Sactibiotica bekannt (Murphy et al., 2011), sind eine relativ neue 
Klasse ribosomaler Peptide, die der Klasse Ic der Bacteriocine zuzuordnen sind (Arnison et al., 
2012). Ihr charakteristisches Merkmal ist eine Thioetherbindung, in der der Schwefel einer Cys-
teingruppe mit dem α-Kohlenstoffatom einer Akzeptoraminosäure verknüpft ist. Bis jetzt sind 
fünf Peptide dieser Klasse zuzuordnen, die in den nächsten Abschnitten detailliert beschrieben 
werden. Alle gefundenen Sactipeptide stammen aus Bacillus-Spezies (Arnison et al., 2012). In 
kürzlich veröffentlichten bioinformatischen Studien konnten weitere Gencluster, die voraussicht-
lich in der Biosynthese von Sactipeptiden involviert sind, identifiziert werden. So wurden 15 
neue Cluster durch Blast Analysen mit den beiden putativen Radical SAM Enzymen des trn-
Operons (Kapitel 1.2.1.4) gefunden (Murphy et al., 2011). Darüber hinaus konnten Haft et al. 
zeigen, dass es wahrscheinlich auch Systeme gibt, die in der Lage sind, Peptide mit Se-
lenoethern zu generieren (Haft and Basu, 2011). 
1.2.1.1 Subtilosin A 
Subtiliosin A ist ein von mehreren Bacillus-Stämmen produziertes Sactipeptid (Sutyak et al., 
2008a). Es wird unter Stressbedingungen, die meistens am Ende der exponentiellen Wachs-
tumsphase auftreten produziert. Erstmalig wurde es 1985 aus Bacillus subtilis 168 isoliert und 
beschrieben (Babasaki et al., 1985). Es ist damit das am längsten bekannte Mitglied der RP-
Klasse. Es konnte gezeigt werden, dass es aus 35 Aminosäuren besteht. Die Struktur des Pep-
tids konnte in der Studie wegen nicht ausreichender Daten nicht bestimmt werden. Dies gelang 
erst 18 Jahre später durch NMR-Experimente mit 15N markiertem Ausgangsmaterial (Kawulka 
et al., 2003; Marx et al., 2001). Es zeigte sich, dass Subtilosin A über ein zyklisiertes Pep-
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tidrückgrat und drei Thioetherbrücken verfügt, in denen jeweils der Schwefel einer Cysteingrup-
pe mit dem α-Kohlenstoffatom einer gegenüberliegenden Aminosäure verknüpft ist (Abbildung 
1.5). Im Detail: Die Aminosäuren Cys4 und Phe31, Cys7 und Thr28 und Cys13 mit Phe22 sind 
jeweils über solch eine Bindung verknüpft. Der Abstand der Donor- und Akzeptoraminosäuren 
ist jeweils identisch, so dass eine längliche, an eine α-Helix erinnernde, Struktur entsteht. Die 
absolute Konfiguration der Akzeptoraminosäuren wurde durch reduktive Desulfurierung be-
stimmt (Kawulka et al., 2004). Es stellte sich heraus, dass die Konfiguration der beiden Phe-
nylalanine invertiert wurde, wohin gegen die Konfiguration des Threonins unverändert zum Vor-
läuferpeptid blieb. 
 
 
Abbildung 1.5: Übersicht über die Struktur von Subtilosin A und der Sequenz des Subtilosin A Vorläuferpeptids 
SboA. (A) Strukturformel von Subtilosin A. Die Thioetherbrücken sind blau hervorgehoben. (B) Dreidimensionale 
NMR-Struktur von Subtilosin A. Das zyklische Peptidrückgrat und die Thioetherbrücken sind hervorgehoben. (C) 
Kugelmodell der Struktur von Subtilosin A. Die Akzeptoramiosäuren der Thioetherbindung sind in grün und die Cys-
teindonoren in hellblau gekennzeichnet. (D) Kugelmodell und Sequenz des Subtilosin A Vorläuferpeptids SboA. Das 
Leaderpeptid ist gelb markiert. 
 
Subtilosin A konnte eine antimikrobielle Aktivität nachgewiesen werden, die sich in erster Linie 
gegen Gram-positive Bakterienstämme richtet. In einigen Fällen konnte auch eine Aktivität ge-
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genüber Gram-negativen Stämmen festgestellt werden. Unter den Bakterien finden sich auch 
einige pathogene Stämme. Der Einsatz von Subtilosin A als Breitbandantibiotikum kommt aber 
nicht in Frage, da die zu verwendende Dosis zu hoch für eine Anwendung bei Menschen wäre 
(Shelburne et al., 2007). Die antibakterielle Aktivität basiert aller Voraussicht nach auf der Per-
meabilisierung von Zellmembranen. In Experimenten mit Modell-Phospholipid-Doppelschichten 
konnte gezeigt werden, dass sich Subtilosin A in diese einlagern kann. Dies ist mit dem amphi-
phatischen Charakter des Peptids zu erklären (Abbildung 1.6) (Maqueda et al., 2008; Thenna-
rasu et al., 2005). Darüber hinaus wirkt Subtilosin A spermizidal (Silkin et al., 2008). Der Einsatz 
als Spermizid wird getestet, da Subtilosin A ebenfalls über eine Aktivität gegenüber Gardnerella 
vaginalis, dem Haupterreger bakterieller Vaginose, verfügt (Sutyak et al., 2008b). Vor kurzem 
war es möglich, durch Austausch von Thr6 gegenüber Isoleucin, eine Subtilosin A-Variante mit 
hämolytischer Aktivität zu generieren. Dadurch wurde gezeigt, dass sich die Biosynthesema-
schinerie von Subtilosin A für die Synthese neuartiger Antibiotika eignet (Huang et al., 2009). 
 
 
Abbildung 1.6: Modell für die Wechselwirkung von Subtilosin A mit einer Lipiddoppelschicht. Die Aminosäuren die 
für die amphiphatischen Eigenschaften des Peptids verantwortlich sind, sind farblich hervorgehoben. 
 
Der für die Biosynthese von Subtilosin A verantwortliche Gencluster (Abbildung 1.7) wurde im 
Jahr 1999 in B. subtilis JH642 identifiziert (Zheng et al., 1999). Er besteht aus zwei vorläufer-
peptidcodierenden Genen (sboA, sboX) und sechs weiteren Genen (albA – albG). In in vivo-
Studien von Zheng et al. konnten den Genprodukten Funktionen zugewiesen werden: So han-
delt es sich bei SboA um das 43 Aminosäuren lange Vorläuferpeptid. Das Leaderpeptid besteht 
demnach aus 8 Aminosäuren. SboX, einem zu Vorläuferpeptiden ähnlichen Protein (50 AS), 
konnte keine Funktion zugeordnet werden. Die Sequenz besitzt auch keine Cysteingruppen. 
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Genprodukte von albA, albE und albF für die 
postranslationalen Modifikationen von SboA und die Genprodukte von albB, albC und albD für 
hydrophob
hydrophil
W34
K2
D16
D21
E23
Lipiddoppelschicht
Subtilosin A
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den Export bzw. die Immunität gegenüber Subtilosin A verantwortlich sind. AlbG konnte keine 
Funktion zugeordnet werden (Zheng et al., 2000). 
 
 
Abbildung 1.7: Organisation des sbo/alb-Operons, das für die Synthese von Subtilosin A verantwortlich ist. 
 
Schon damals wurde vermutet, dass AlbA, ein zu NifB und PqqE homologes Enzym, für die 
Biosynthese der Thioetherbrücken verantwortlich ist. In der Diplomarbeit von Michael Gattner 
konnte zunächst gezeigt werden, dass es sich bei AlbA um ein Radical SAM Enzym handelt, 
also der Enzymklasse zugehörig zu der auch NifB und PqqE gehören (Gattner, 2010). Erste 
Anzeichen, dass es tatsächlich für die Biosynthese der Thioetherbrücken verantwortlich ist, 
wurden in der Diplomarbeit von Leif Flühe aufgezeigt (Flühe, 2010). Die Funktionen der beiden 
putativen Zink-abhängigen Proteasen AlbE und AlbF ist weiterhin unklar. Es wird davon ausge-
gangen, dass sie die Abspaltung des Leaderpeptids und die Zyklisierung des Peptidrückgrates 
katalysieren (Flühe et al., 2012). 
1.2.1.2 Sporulation Killing Factor 
Der Sporulation Killing Factor (SKF) ist ein von B. subtilis PY79 und B. subtilis 168 produziertes 
zirkuläres Peptid, das eine wichtige Funktion während der Sporulation und beim sogenannten 
bakteriellen Kannibalismus (Abbildung 1.8) besitzt (González-Pastor et al., 2003). Unter nähr-
stofflimitierenden Bedingungen wird in einem Teil einer B. subtilis-Population das Regulatorpro-
tein Spo0A phosphoryliert. Dadurch wird der Sporulationsvorgang eingeleitet. In Studien aus 
dem Jahr 2003 konnte gezeigt werden, dass phosphoryliertes Spo0A die Transkription des sdp- 
und skf-Operons aktiviert. Es kommt in den Zellen, in denen Spo0A aktiv ist, zu Produktion und 
Export des Sporulation Delay Proteins (SDP) und des Sporulation Killing Factors. Bei SDP han-
delt es sich ebenfalls um ein kleineres Peptid (42 AS), das über eine Disulfidbrücke verfügt. Die 
beiden Komponenten sind anschließend für die Lyse von B. subtilis-Schwesterzellen, in denen 
Spo0A nicht aktiviert wurde, verantwortlich. Diese Zellen sind nicht in der Lage, die zur Verteidi-
gung benötigten Immunitätsproteine zu exprimieren. Durch Zerstörung der Zellmembranen wird 
neue Nahrung für die in der Sporulation befindlichen Zellen geliefert. Sie sind dadurch in der 
Lage, den energieintensiven Sporulationsvorgang aufzuschieben. Daher wird auch angenom-
men, dass Spo0A nur in einem Bruchteil der Zellen aktiviert wird. Des Weiteren wird vermutet, 
albAsboA
sboX
albB albC albD albE albF albG
Vorläuferpeptid
Radical SAM Enzym
Protease
Transporter / Membranprotein
Protein mit unbekannter Funktion
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dass die Kombination aus SDP und SKF ebenfalls in der Lage ist, weitere Bakterienstämme zu 
töten. Damit wäre sichergestellt, dass sich die entwickelten Sporen unter optimalen Bedingun-
gen regenerieren können, falls wieder Nahrung vorhanden ist (González-Pastor et al., 2003; 
Piggot and Hilbert, 2004). 
 
 
Abbildung 1.8: Vorgänge in B. subtilis 168 vor Eintritt in die Sporulation, die zur Produktion des Sporulation Killing 
Factors (SKF) und des Sporulation Delay Proteins (SdpC) führen. Die Auswirkungen der beiden Naturstoffe aus Zel-
len, die sich nicht in der Sporulation befinden, sind ebenfalls dargestellt. Eine genaue Beschreibung der Ereignisse 
findet sich im Text (Engelberg-Kulka and Hazan, 2003). 
 
Die genauen Rollen von SDP und SKF während der Sporulation sind noch nicht vollständig ge-
klärt. Der, in der im Jahr 2003 veröffentlichten Studie, gemachte Vorschlag, dass es sich bei 
SKF um ein stark toxisches Peptid handelt, konnte nach dessen Isolierung nicht bestätigt wer-
den. Es zeigte sich sogar, dass SDP einen viel stärkeren Einfluss auf das Zellwachstum besitzt. 
Darüber hinaus verfügt SDP auch über regulatorische Eigenschaften, durch die es in der Lage 
ist, die Antibiotikaresistenz zu kontrollieren (Liu et al., 2010). Die Struktur des Sporulation Killing 
Factors (Abbildung 1.9a) konnte im Jahr 2010 durch NMR-Studien bestimmt werden. Es handelt 
sich um ein zirkuläres aus 26 Aminosäuren bestehendes Peptid, das über drei Cysteine verfügt. 
Zwei dieser Cysteine (Cys1 und Cys16) bilden eine Disulfidbrücke aus, wohingegen der Cys-
teinrest Cys12 mit der Aminosäure Met12 eine für Sactipeptide typische Thioetherbrücke aus-
bilden (Liu et al., 2010). 
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Abbildung 1.9: Struktur des Sporulation Killing Factors und Organisation des skf-Operon. (A) Strukturformel des 
Sporulation Killing Factors. Die Thioetherbrücke ist in blau, die Disulfidbrücke in grau dargestellt. (B) Genorganisation 
des skf-Operons. Es verfügt über ein Radical SAM Enzym. (C) Kugelmodell und Sequenz des SKF Vorläuferpeptids 
SkfA. Das Leaderpeptid ist gelb markiert. 
 
Die Organisation des skf-Operons ist in Abbildung 1.9b gezeigt. Der Gencluster verfügt insge-
samt über sieben Gene. Den Genprodukten sind folgende Funktionen während der Biosynthese 
zugeordnet: Bei SkfA handelt es sich um das 55 Aminosäuren lange Vorläuferpeptid. Das Lea-
derpeptid besteht daher aus 29 AS. SkfB konnte in der Diplomarbeit von Leif Flühe als Radical 
SAM Enzym identifiziert werden. Es ist vermutlich für die Generierung des Thioethers verant-
wortlich. Bei SkfC handelt es sich um eine putative membranstämmige Protease, die voraus-
sichtlich die Abspaltung des Leaderpeptids und die Zyklisierung des Peptidrückgrats katalysiert. 
SkfH ist ein putatives Thioredoxin, von dem angenommen wird, dass es in die Synthese der 
Disulfidbrücke involviert ist. Die beiden Proteine SkfE und SkfF sind voraussichtlich am Export 
von und an der Immunität gegenüber SKF beteiligt. SkfG besitzt keine Homologie zu bekannten 
Proteinen. Seine Funktion ist daher unbekannt (González-Pastor et al., 2003). 
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1.2.1.3 Thurincin H 
Thurincin H (Abbildung 1.10a&b) ist ein von B. thuringiensis SF361, einem erstmalig aus Son-
nenblumenhonig isolierten Bakterium, produziertes Sactipeptid (Lee et al., 2009a). Es besteht 
aus 31 Aminosäuren. Das Peptidrückgrat ist im Gegensatz zu Subtilosin A und SKF nicht zykli-
siert. Des Weiteren verfügt das Peptid über vier Thioetherbrücken, in denen jeweils die Amino-
säuren Cys4 und Ser28, Cys7 und Thr25, Cys10 und Thr22 sowie Cys13 und Asn19 verknüpft 
sind. Zwischen den Verknüpfungen liegen immer zwei Aminosäuren, ähnlich wie in Subtilosin A. 
Die daraus resultierende dreidimensionale  α-helikale Struktur ähnelt daher auch der von Subti-
losin A (Sit et al., 2011b). Erste Untersuchungen zur antibakteriellen Wirkung von Thurincin H 
wurden ebenfalls durchgeführt. Es war gegen alle getesteten Bacillus-Spezies aktiv, nicht je-
doch gegen Gram-negative Bakterien. Thurincin H ist wie Subtilosin A amphiphatisch und könn-
te daher auch mit Zellmembranen interagieren und in diese einlagern (Lee et al., 2009a). 
 
 
Abbildung 1.10: Übersicht über Thurincin H. (A) Strukturformel von Thurincin H. (B) Dreidimensionale, mittels NMR-
Spektroskopie gelöste, Struktur von Thurincin H. (C) Überblick über das thn-Operon. Interessant ist, dass der Cluster 
über drei Vorläuferpeptidgene verfügt, die jeweils die gleiche Aminosäuresequenz verfügen.  
 
Der für die Biosynthese verantwortliche Gencluster wurde im Jahr 2009 von Lee et al. identifi-
ziert (Abbildung 1.10c) (Lee et al., 2009a). Das charakterisierte thn-Operon besteht aus 10 Ge-
nen, von denen drei Vorläuferpeptide codieren (thnA1 – thnaA3). Interessant ist, dass alle drei 
Vorläuferpeptide jeweils aus 40 AS bestehen und eine identische Aminosäurensequenz besit-
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zen. Des Weiteren wird im Cluster ein Genprodukt codiert, das kürzlich als Radical SAM Enzym 
identifiziert wurde. Es konnte darüber hinaus gezeigt werden, dass es für die Synthese der vier 
Thioetherbrücken verantwortlich ist (Boß, 2012; Wieckowski). Die weiteren Gene codieren für 
eine putative Protease (ThnP), drei putative Exporter- bzw. Immunitätsproteine (ThnE, ThnD 
und ThnT), ein Regulatorprotein (ThnR) und ein Protein unbekannter Funktion (ThnI). Die puta-
tive Protease ist aller Voraussicht nach für die Abspaltung des neun Aminosäuren langen Lea-
derpeptids verantwortlich. Bei den aus anderen Bacillus Stämmen isolierten Peptiden Thuricin 
17, Thuricin S, Bathuricin F4 und Cerein handelt es sich wahrscheinlich auch um Thurincin H 
(Sit et al., 2011b). 
1.2.1.4 Thuricin CD 
 
Abbildung 1.11: Übersicht über Thurincin CD. (A) Strukturformeln von Trnα und Trnβ, die zusammen Thurincin CD 
bilden. Die beiden Verbindungen bestehen aus jeweils 30 Aminosäuren. Der Abstand der Thoetherbindungen unter-
einander beträgt immer drei Aminosäuren. (B) Organisation des trn-Operons. Interessant ist, dass pro Vorläuferpep-
tidgen ein Gen für ein putatives Radical SAM Enzym codiert ist. 
 
Bei Thuricin CD handelt es sich um eine aus B. thuringiensis DCP 6431 isolierte Mischung 
zweier Sactipeptide: Trnα und Trnβ. Beide Peptide bestehen jeweils aus 30 Aminosäuren, ihr 
Peptidrückgrat ist wie bei Thurincin H nicht zyklisiert und sie verfügen jeweils über drei Thio-
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etherbindungen (Rea et al., 2010). Es sind jeweils die Cysteinreste Cys5, Cys9 und Cys13 mit 
dem α-Kohlenstoff der Akzeptoraminosäuren an Positionen 21, 25 und 28 verknüpft. Zwischen 
den Bindungen liegen jeweils drei Aminosäuren. Das hat zur Folge, dass Trnα und Trnβ wie 
auch Subtilosin A und Thurincin H über eine α-helikale Struktur verfügen (Abbildung 1.11a) (Sit 
et al., 2011a). Thuricin CD könnte eine Anwendung als Antibiotika finden, da in ersten Studien 
eine spezifische antimikrobielle Aktivität gegenüber pathogenen Clostridium difficile-Stämmen 
nachgewiesen werden konnte (Rea et al., 2010). Der für die Biosynthese beider Peptide ver-
antwortliche Gencluster besteht aus sieben Genen (Abbildung 1.11b). Die beiden Strukturgene 
trnα und trnβ codieren für die Vorläuferpeptide, die eine Länge von 47 bzw. 49 AS besitzen. Die 
Leaderpeptide bestehen danach aus 17 bzw. 19 Aminosäuren und sind daher in der Länge zwi-
schen den Leaderpeptiden von Thurincin H bzw. Subtilosin A und dem Sporulation Killing Fac-
tor einzuordnen. Interessant ist, dass im trn-Operon zwei putative Radical SAM Enzyme (TrnC, 
TrnD) codiert sind, jeweils eins pro Vorläuferpeptid. Darüber hinaus verfügt der Gencluster noch 
über eine putative Protease (TrnE) und zwei putative Exporter (TrnF und TrnG). TrnE ist vo-
raussichtlich für die Abspaltung des Leaderpeptids bei beiden Vorläuferpeptiden verantwortlich 
(Rea et al., 2010). 
1.2.2 Lanthipeptide 
Das 1928 entdeckte Nisin A (Abbildung 1.12) ist eins der am längsten bekannten Peptide ribo-
somalen Ursprungs und gehört zur Klasse der Lanthipeptide (Gross and Morell, 1971; Rogers 
and Whittier, 1928). Es ist der am Besten studierte Vertreter dieser Naturstoffklasse und wird 
seit über 40 Jahren in der Nahrungsmittelindustrie als Konservierungsmittel verwendet (Lubelski 
et al., 2008). Wegen seiner antibakteriellen Eigenschaften kann Nisin A ebenfalls als Lantibioti-
kum, einem biologisch aktiven Peptid dieser Klasse (Schnell et al., 1988), bezeichnet werden. 
Das charakteristische Merkmal von Lanthipeptiden ist das Vorhandensein von Thioetherbrü-
cken, in denen der Schwefel eines Cysteinrestes mit einem β-Kohlenstoffatom eines Alanin- 
oder Methylalaninrestes verknüpft ist. Der Name der RP Klasse leitet sich von den bei der Bio-
synthese generierten Lanthionin- (Lan) bzw. 3-Methyllanthioninresten (MeLan) ab (Abbildung 
1.13a&b). Vor kurzem wurde ein neuer Typ von Lanthipeptiden entdeckt, der über Labioninreste 
(Lab) verfügt (Abbildung 1.13c). Die ribosomale Herkunft der Naturstoffklasse wurde erst im 
Jahr 1988 für Epidermin durch die Sequenzierung des für die Synthese verantwortlichen Gen-
cluster bestätigt (Schnell et al., 1988), nachdem dies schon in den 1970er Jahren vermutet wur-
de (Ingram, 1970). Kurze Zeit später wurden auch die Vorläuferpeptidgene für weitere Lanthi-
peptide wie Nisin (Buchman et al., 1988), Subtilin (Banerjee and Hansen, 1988) oder Pep5 (Ka-
letta et al., 1989) identifiziert. 
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Abbildung 1.12: Struktur von Nisin A. Die Lanthionin- bzw. 3-Methyllanthioninreste sind blau hervorgehoben. 
 
 
Abbildung 1.13: Überblick über die Thioetherverbrückten Aminosäuren in Lanthipeptiden. Strukturen von (A) Lan-
thionin (Lan), (B) 3-Methyllanthionin (MeLan) und (C) Labionin (Lab) (Knerr and van der Donk, 2012). 
 
Die Biosynthese der Thioetherbrücken verläuft in zwei Schritten (Abbildung 1.14) (Chatterjee et 
al., 2005; Goto et al., 2010; Müller et al., 2010), durch posttranslationale Modifikation des jewei-
ligen Vorläuferpeptids. Zur Synthese der Lan bzw. MeLan-Reste werden im ersten Schritt die 
AS Dehydroalanin (Dha) bzw. Dehydrobutyrin (Dhb) durch Dehydratisierung von Serin- oder 
Threoninresten des Vorläuferpeptids generiert. In den meisten Fällen wird dazu die Hydro-
xylgruppe zunächst durch eine Kinaseaktivität phosphoryliert. Dadurch bildet sich für die an-
schließende Eliminierung eine bessere Abgangsgruppe (Phosphat). Im zweiten Schritt werden 
die Thioetherbrücken durch eine Michael-Addition der Cysteinreste an das β-Kohlentstoffatom 
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der dehydratisierten Aminosäuren generiert. Anschließend wird das dabei erzeugte negativ ge-
ladene Intermediat protoniert. Es entstehen Lan und MeLan. Die Biosynthese der Labioninreste 
verläuft über einen ähnlichen Mechanismus. Hier wird das, im letzten Schritt generierte negativ 
geladene Intermediat nicht direkt protoniert, sondern reagiert mit einem weiteren Dha-Rest unter 
Bildung einer C-C-Bindung. Das dabei erzeugte Intermediat wird anschließend unter Bildung 
eines Labioninrestes protoniert. 
 
 
Abbildung 1.14: Mechanismus der Thioetherbrückenbildung in Lanthipeptiden. Zunächst wird die Hydroxylgruppe 
der Akzeptoraminosäure phosphoryliert, um eine gute Abgangsgruppe zu generieren. Anschließend findet eine Ele-
minierung zur dehydratisierten AS statt. Daraufhin kommt es in einer Michaelartigen Reaktion zur Ausbildung des 
Thioethers. Im letzten Reaktionsschritt wird das gebildete negativ geladene Intermediat protoniert und es bildet sich 
Lan bzw. MeLan. 
 
Zur Zeit sind die Lanthipeptide in vier Unterklassen unterteilt (Knerr and van der Donk, 2012). 
Die Einteilung richtet sich nach der unterschiedlichen Organisation der Enzyme, die an der Bio-
synthese der Lan-, MeLan- bzw. Lab-Reste beteiligt sind (Abbildung 1.15). Zur Unterklasse I 
werden Lanthipeptide gezählt, die in ihrem Gencluster über Gene für eine eigenständige Dehyd-
ratase (LanB) (Karakas Sen et al., 1999; Kluskens et al., 2005; Koponen et al., 2002; Weil et al., 
1990) und eine eigenständige Cyclase (LanC) verfügen (Helfrich et al., 2007; Li et al., 2006; 
Meyer et al., 1995). Es wird angenommen, dass die an der Biosynthese beteiligten Proteine 
einen Multienzymkomplex bilden (Siegers et al., 1996). Die Lanthipeptidunterklassen II, III und 
IV verfügen über bifunktionale Lanthioninsynthetasen, die sich untereinander in ihrem Aufbau 
unterscheiden (Goto et al., 2010; Müller et al., 2010; Siezen et al., 1996; Xie et al., 2004). Die 
Lanthioninsynthetase der Unterklasse II (LanM) setzt sich aus einer N-terminalen Dehydratisie-
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rungsdomäne und einer C-terminalen LanC-ähnlichen Cyclasedomäne zusammen. Die Dehyd-
ratisierungsdomäne besitzt keinerlei Sequenzhomologie zu bekannten Enzymen. Die Lanthio-
ninsynthetasen der Unterklasse III (LanKC) und IV (LanL) verfügen über eine identische N-
terminale Lyasedomäne und eine identische zentrale Kinasedomäne (Goto et al., 2010; 2011). 
Beide Domänen sind für die Dehydratisierung der Akzeptoraminosäure verantwortlich. Der Un-
terschied zwischen Unterklasse III und IV liegt in der C-terminalen Cyclasedomäne (Kodani et 
al., 2004). So besitzt Unterklasse IV eine LanC-homologe Domäne, wohin gegen Unterklasse III 
über eine putative Cyclasedomäne verfügt. Lanthioninsynthetasen der Unterklasse III werden in 
Lanthipeptidgenclustern gefunden, in denen das Endprodukt über Labioningruppen verfügt, wie 
sie z. B. in Labyrinthopeptin A2 (Abbildung 1.16) vorkommen (Meindl et al., 2010). Generell 
besitzen die an der Lanthipeptidbiosynthese beteiligten Enzyme eine geringe Substratspezifität, 
so dass es möglich ist, nicht modifizierte Aminosäuren des Corepeptides gegen andere protein-
ogene wie auch nicht proteinogene Aminosäuren auszutauschen (Levengood et al., 2009). Vor 
kurzem konnte darüber hinaus für Lacticin 481 (Unterklasse II) und Nisin (Unterklasse I) gezeigt 
werden, dass das Leaderpeptid während der Thioethergenerierung nicht zwingend mit dem 
Corepeptid verknüpft sein muss (Levengood et al., 2007; Moll et al., 2010). Die Studien deuten 
darauf hin, dassdie Funktion des Leaderpeptids eher in der Aktivierung der Synthetase liegt, als 
das Corepeptid korrekt in der Synthetase zu positionieren (Arnison et al., 2012; Oman et al., 
2012). 
 
 
Abbildung 1.15: Überblick über die Lanthipeptideinteilung. Es wird zur Zeit zwischen vier Unterklassen unterschie-
den, die über die Organisation der für die Synthese der Lanthionin- bzw. Labionionreste verantwortlichen Enzyme 
unterschieden werden. 
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Abbildung 1.16: Vereinfachte Struktur von Labyrinthopeptin A2. Die Labionengruppen sind blau hervorgehoben. 
Darüber hinaus verfügt das Peptid über eine Disulfidbrücke. 
1.2.3 Thiopeptide 
Bei Thiopeptiden handelt es sich um stark modifizierte makrozyklische RPs, dessen makrozyk-
lischer Ring über einen für Thiopeptide charakteristischen stickstoffhaltigen 6-Ring verknüpft ist. 
Dieser 6-Ring kommt als Piperidin-, Dehydropiperidin- oder Pyridinrest in drei verschiedenen 
Oxidationsstufen vor (Bagley et al., 2005). Auf Grund des Oxidationszustandes des Rings und 
seines Substitutionsmusters werden Thiopeptide in fünf verschiedene Serien eingeteilt (Abbil-
dung 1.17a) (Hensens and Albers-Schönberg, 1978). Das am längsten bekannte Mitglied der 
RP Klasse ist Micrococcin P1 aus Staphylococcus equrom (Abbildung 1.17b), das mit einem 
Pyridinring der Serie d zuzuordnen ist und Ende der 1940er Jahre entdeckt wurde (SU, 1948). 
Wie andere Thiopeptide verfügt es zusätzlich zu dem sticktoffhaltigen 6-Ring über mehrere Thi-
azol- und Dehydrobutyringruppen. Darüber hinaus werden auch Dehydroalalinreste beobachtet 
(Bagley et al., 2005). 
Zur Zeit besteht die Naturstoffklasse aus ungefähr 100 Mitgliedern, die hauptsächlich von Ac-
tinobacterien produziert werden (Bagley et al., 2005; Hensens and Albers-Schönberg, 1978). 
Die biologische Aktivität erstreckt sich zur Zeit nur auf wenige Anwendungsgebiete. So besitzt 
die Mehrheit der Thiopeptide antimikrobielle Eigenschaften gegen Gram-positive, nicht aber 
gegen Gram-negative Spezies, da diese wahrscheinlich nicht die äußere Zellmembran von 
Gram-negativen Bakterien durchdringen können (Anborgh and Parmeggiani, 1991; Mikolajka et 
al., 2011; Rodnina et al., 1999; Starosta et al., 2009). Haben die Peptide die Zellmembran 
durchdrungen inhibieren sie die ribosomale Proteinsynthese auf zwei verschiedene Weisen: Der 
Großteil der Thiopeptide ist in der Lage, an einer Stelle zwischen dem ribosomalen Protein L11 
und der 23s rRNA zu binden und so die Bindung von Translationsfaktoren an das Ribosom zu 
verhindern (Lentzen et al., 2003; Porse et al., 1999; 1998). Eine Minderheit der Peptide bindet 
an den Elogationsfaktor Tu (EF-Tu). Dadurch ist dieser nicht mehr in der Lage, den EF-Tu-
Aminoacyl-tRNA-Komplex auszubilden, der für den Transport der Aminosäuren an das Ribosom 
benötigt wird. Die beladenen tRNAs werden somit gehindert, das Ribosom zu erreichen (An-
borgh and Parmeggiani, 1991; Heffron and Jurnak, 2000; Morris et al., 2009; Parmeggiani et al., 
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2006). Ein weiterer Anwendungsbereich könnte in der Nutzung von Thiopeptiden als Malaria- 
und Krebsmedikament liegen. So konnte für Thiostrepton A eine antimalarialische und krebs-
hemmende Wirkung festgestellt werden (Aminake et al., 2011; McConkey et al., 1997; Rogers 
et al., 1998; Schoof et al., 2010). Auf Grund der hohen Toleranz der Biosynthesemaschinerie 
gegenüber einem Aminosäureaustausch wäre es möglich, neue und spezifische Medikamente 
herzustellen. 
 
 
Abbildung 1.17: Strukturelle Besonderheiten von Thiopeptiden. (A) Das charakteristische Strukturmerkmal von Thi-
opeptiden ist ein Stickstoff-haltiger 6-Ring, der in drei Oxidationsstufen vorkommt. Zur Zeit werden die Thiopeptide in 
fünf verschiedene Serien (a – e) eingeteilt. (B) Struktur von Micrococcin P1, dem ersten isolierten Thiopeptid. Der 
charakteristische 6-Ring ist blau hervorgehoben, andere posttranslationale Modifikationen grau. 
 
 
Abbildung 1.18: Von Bycroft et al. vorgeschlagener Mechanismus zur Generierung des für Thiopeptide charakteris-
tischen Stickstoff-haltigen 6-Rings. Der erste Reaktionsschritt ist voraussichtlich eine [4+2] Cycloaddition, in der der 
6-Ring gebildet wird. Anschließend finden Eliminierungen statt, bei denen unter anderem der Leader mit abgespalten 
werden kann. Die im 6-Ring integrierten Atome sind blau hervorgehoben. 
 
Der ribosomale Ursprung der Naturstoffklasse wurde erst im Jahr 2009 durch die Identifizierung 
von fünf Genclustern, die für die Synthese von Thiopeptiden verantwortlich sind, erbracht (Kelly 
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et al., 2009; Liao et al., 2009; Morris et al., 2009; Wieland Brown et al., 2009). Auf Grund dieser 
Studien konnte ein Mechanismus zur Biosynthese erstellt werden (Ding et al., 2010; Engelhardt 
et al., 2010; Wang et al., 2010; Young and Walsh, 2011). Die Dha- bzw, Dhb-Gruppen werden 
aus Serin bzw. Threoninresten durch LanB homologe Dehydratasen erzeugt (Karakas Sen et 
al., 1999; Koponen et al., 2002). Die Synthese der Thiazolgruppen erfolgt auf ähnliche Weise 
wie bei Cyanobactinen (Kapitel 1.2.6) und linearen Azol(in)-enthaltenen Peptiden (LAPs) durch 
eine Cyclodehydratase und Dehydrogenase. Für die Synthese des für Thiopeptide charakteris-
tischen Stickstoff-haltigen 6-Rings wird eine sequenzielle oder konzertierte [4+2] Cycloaddition 
vermutet (Abbildung 1.18) (Bycroft and Gowland, 1978). Wird die generierte Dehydropiperidin-
gruppe zusätzlich zu Pyridin aromatisiert, könnte das Leaderpeptid in der Reaktion mit abge-
spalten werden (Arnison et al., 2012). 
1.2.3.1 Cyclothiazomycin 
Cyclothiazomycin (Abbildung 1.19) (Aoki et al., 1991) ist mit seinem dreifach substituierten Pyri-
dinring ein Thiopeptid der Serie d. Es besitzt zusätzlich zu den Thiazol-, Dehydrobutyrin- und 
Dehydroalaningruppen noch eine weitere Modifikation. Dabei handelt es sich um einen sacti-
peptidähnlichen Thioether, der ein Schwefelatom eines Cysteinrestes mit dem α-
Kohlenstoffatom eines Alaninrestes verknüpft. Es wird vermutet, dass die Biosynthese des Thi-
oethers über einen Lanthipeptid-ähnlichen Mechanismus verläuft, nur dass hier der α-
Kohlenstoff eines Dehydroalaninrestes nukleophil angegriffen wird, anstelle des β-
Kohlenstoffatoms (Wang et al., 2010). 
 
 
Abbildung 1.19: Struktur von Cyclothiazomycin. Der Pyridinring ist in grau, der sactipeptidähnliche Thioether in blau 
hervorgehoben. 
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1.2.4 Linaridine 
Linaridine sind eine relativ neue Klasse von ribosomal produzierten Peptiden, die über einen 
den Lanthipeptiden ähnlichen Thioether verfügen, der aber über einen anderen biochemischen 
Mechanismus synthetisiert wird. Auf Grund dieser Tatsache wurde Cypemycin, das erste Mit-
glied dieser RP-Klasse (Abbildung 1.20a), zunächst auch den Lanthipeptiden zugeordnet 
(Minami et al., 1994). Analysen des Cypemycin-Genclusters ergaben aber, dass der terminale 
Aminovinylcysteinrest (AviCys, Abbildung 1.20b) nicht über die Addition eines Cysteins an das 
β-Kohlenstoffatoms eines Dha-Restes gebildet wird (Kempter et al., 1996), sondern über die 
Verknüpfung zweier Cysteingruppen (Claesen and Bibb, 2010). Ebenfalls wurden keine den 
Lanthipeptidsynthetasen homologe Biosynthesegene gefunden. Das Lanthipeptid Epidermin 
kann ebenfalls den Linaridinen zugeordnet werden, da es neben den Lan-Verknüpfungen über 
eine AviCys-Gruppe verfügt. Deshalb könnte es in Zukunft zu einer Reklassifizierung dieser 
Klasse kommen. 
 
 
Abbildung 1.20: Überblick über die strukturellen Eigenschaften von Linaridinen. (A) Kugelmodell der Struktur von 
Cypemycin. (B) Charakteristisches Strukturmotiv von Linaridinen. Es handelt sich um eine Aminovinylcysteingruppe. 
1.2.5 Proteusine 
Zur ebenfalls relativ neuen Klasse der Proteusine gehören die 1994 aus dem Schwamm Theo-
nella swinhoei isolierten Polytheonamide A und B (Abbildung 1.21a) (Hamada et al., 1994). Da-
bei handelt es sich um hochgradig modifizierte lineare Peptide, die aus jeweils 48 Aminosäuren 
und einem neuartigen N-terminalen Acylrest bestehen und neben der Abspaltung des Leader-
peptids über 48 weitere postranslationale Modifikationen verfügen (Hamada et al., 2005). Da-
runter befinden sich eine große Anzahl nicht proteinogener Aminosäuren, wie z. B. tert-Leucin, 
aber auch D-konfigurierte Aminosäuren. Darüber hinaus liegen die meisten Asparaginreste am 
Stickstoffatom der Amidgruppe methyliert vor. Diese Ergebnisse legten zunächst nahe, dass es 
sich bei den Polytheonamiden um nicht ribosomal synthetisierte Peptide handelt. In jüngeren 
Studien wurde aber der Beweis erbracht, dass es sich um ribosomal synthetisierte Peptide han-
delt. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Peptide von einem bakteriellen Symbionten, der 
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unter anderem mit dem Schwamm Theonella swinhoei lebt, produziert werden. Im Polytheona-
mid-Gencluster (Abbildung 1.21b) wurden insgesamt sechs Gene gefunden, dessen Genpro-
dukte voraussichtlich für die Generierung aller 48 postranslationalen Modifikationen verantwort-
lich sind (Freeman et al., 2012). 
 
 
Abbildung 1.21: Überblick über wichtige Eigenschaften von Proteusinen. (A) Struktur von Polytheonamid A und B, 
einem Proteusin aus einem unbekannten bakteriellen Symbionten der auf dem Schwamm Theonella swinhoei vor-
kommt. Der Naturstoff besteht ursprünglich aus 49 Aminosäuren, die mit 48 posttranslationalen Modifikationen ver-
sehen sind. Diese sind farbig hervorgehoben. Während der Reinigung ist es zur Oxidation einer Methioningruppe 
gekommen, so dass zwei Verbindungen isoliert wurden. (B) Schematische Übersicht über den Gencluster, der für die 
Biosynthese von Polytheonamid benötigt wird. Die einzelnen Gene sind farblich passend zu den Modifikationen in (A) 
gekennzeichnet. Insgesamt wird die Einführung der beobachteten 48 Modifikationen von 6 Proteinen katalysiert. (C) 
Postulierte Biosynthese des N-terminalen Acylrestes, bei der voraussichtlich das Leaderpeptid mit abgespalten wird. 
An der katalysierten Reaktion sind wahrscheinlich drei Enzyme beteiligt. 
 
Unter den codierten Proteinen befinden sich drei putative Radical SAM Enzyme. Die Funktionen 
der Genprodukte während der Biosynthese wurden teilweise durch in vivo-Studien etabliert. So 
konnte gezeigt werden, dass das Radical SAM Enzym PoyD für die Epimerisierung von 18 L-
Aminosäuren in die D-konfigurierte Form verantwortlich ist. Die Grundlage des neuartigen N-
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terminalen Acylrestes scheint ein Threoninrest zu sein, der zunächst durch das Enzym PoyF 
dehydratisiert wird (Abbildung 1.21c). Bei PoyF handelt es sich um eine putative Dehydratase, 
die eine hohe Homologie zur N-terminalen Dehydratasedomäne von Lanthioninsynthetasen der 
Unterklasse II (Abbildung 1.15, LanM) besitzt. Anschließend erfolgt die Übertragung einer tert-
Butylgruppe auf das γ-Kohlenstoffatom des gebildeten Dhb-Restes. Diese Reaktion wird wahr-
scheinlich von den putativen Radical SAM Methyltransferasen PoyB oder PoyC katalysiert, die 
in der Lage wären, die tert-Butylgruppe sequentiell in Form von Methylgruppen zu transferieren. 
Durch anschließende Abspaltung des Leaderpeptids würde ein Enamin gebildet werden, dass 
in wasserreicher Umgebung zu einem Enol reagiert. Das gebildete Enol würde in die Ketoform 
umlagern und die in Abbildung 1.20a gezeigte Struktur bilden. Für die Methylierung und somit 
Generierung der nicht proteinogenen Aminosäuren sind aller Voraussicht nach auch die Radical 
SAM Enzyme PoyB und PoyC verantwortlich. Des Weiteren wird vermutet, dass für die Methyl-
ierung der meisten Arginingruppen die putative SAM Methyltransferase PoyE und für die Einfüh-
rung von Hydroxylgruppen die putative Oxidoreduktase PoyI verantwortlich sind (Arnison et al., 
2012; Freeman et al., 2012). 
1.2.6 Cyanobactine 
Zur Klasse der Cyanobactine gehören makrozyklische Peptide, die aus frei bzw. symbiotisch 
lebenden Cyanobakterien isoliert werden. Zusätzlich zur Makrozyklisierung des Peptidrückgra-
tes verfügen sie über weitere posttranslationale Modifikationen, wie z. B. die Prenylierung von 
Serin-, Threonin- oder Tyrosinresten, die Methylierung von Histidinresten und die Heterozykli-
sierung von Serin- bzw. Cysteingruppen zu Oxazol- bzw. Thiazolmodifikationen.  
 
 
Abbildung 1.22: Übersicht über die Struktur von Patellamide A und den dazu gehörenden Gencluster. (A) Struktur-
formel von Patellamide A. Es verfügt über zwei Thiazol- und zwei Oxazolgruppen. (B) Organisation des pat-Operons, 
das für die Biosynthese von Patellamide A verantwortlich ist. 
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Aktuell sind über 200 Cyanobactine bekannt, die alle eine Größe zwischen 6 und 20 Amniosäu-
ren besitzen (Arnison et al., 2012). Da sie über vielfältige Modifikationen verfügen, besitzen 
Cyanobactine eine breite biologische Aktivität. So wurden Vertreter mit antimikrobieller, antivira-
ler aber auch krebshemmender Wirkung gefunden. Das bekannteste und am besten untersuch-
te Mitglied der RP Klasse ist Patellamide A (Abbildung 1.22a), das 1982 aus der Seescheide 
Lissoclinum patella isoliert wurde (Donia and Schmidt, 2011; Koehnke et al., 2012; Schmidt et 
al., 2005). Im Jahr 2005 konnte durch Identifikation des zugehörigen Genclusters (Abbildung 
1.22b) der eigentliche Produzent, das mit Lissoclinum patella symbiotisch lebende Cyanobakte-
rium Prochloron didemni, bestimmt werden (Schmidt et al., 2005). Der Gencluster besteht aus 
insgesamt sieben Genen (patA bis patG). Der vorgeschlagene Biosynthesemechanismus ist in 
Abbildung 1.23a gezeigt.  
 
 
Abbildung 1.23: Postulierte Biosynthese von Patellamide A. (A) Übersicht über die postullierte Biosynthese von 
Patellamide A. Im ersten Biosyntheseschritt werden die Oxzaol- bzw. Thiazolgruppen durch PatD eingefügt. An-
schließend erfolgt die Abspaltung des Leaderpeptids durch die Protease PatA. Im dritten Reaktionsschritt wird das 
Peptidrückgrat durch PatG zyklisiert. Der finale Schritt der Biosynthese wird durch die Oxidasefunktion der Protease 
PatG katalysiert. (B) Mechanismus der Generierung der Oxazol- bzw. Thiazolfunktion durch PatD. 
 
Das Gen patE codiert das Vorläuferpeptid, das aus einem Leaderpeptidbereich und zwei 
Corepeptiden (für Patellamide C und A) mit jeweils acht Aminosäuren besteht. Vor den Sequen-
zen der Corepeptide befindet sich zusätzlich jeweils eine Proteaseerkennungssequenz und 
nach den Sequenzen der Corepeptide jeweils eine N-terminale Erkennungssequenz mit einer 
A
B
Leaderpeptid 1·(6 1·(6&·(6 &·(6Corepeptid Pat. C Corepeptid Pat. A
PatE
N
X
O
Leaderpeptid 1·(6 1·(6&·(6 &·(6
N
X
O
&·(6
N
X
O
N
X
O
N
H
N
S
O
N
HN
N
O
O
O
H
N
N
S
N
O
O
PatD
Heterocyclase
PatA
Protease
PatG
Protease
PatG
Oxidase
N
H
N
N
H
O
X
Patellamide A
N
H
H
N
N
H
O
O
XH
PatD
$'33iµH2Oµ
+ ATP
EINLEITUNG 
 25 
Länge von 4 bis 5 Aminosäuren. Im ersten Biosyntheseschritt werden die Dihydrothiazol- bzw. 
Dihydrooxazolringe aus Cys- bzw. Ser-/Thr-Gruppen unter Katalyse der Cyclodehydratase PatD 
gebildet. Der Mechanismus der ATP-abhängigen Dehydratisierung und anschließender Zyklisie-
rung ist in Abbildung 1.23b gezeigt. Im zweiten Biosyntheseschritt entfernt die Protease PatA 
das Leaderpeptid mitsamt N-terminaler Proteaseerkennungssequenz. Anschließend schneidet 
die Protease PatG die C-terminale Erkennungssequenz ab und zyklisiert das Peptidrückgrat. 
PatG ist darüber hinaus auch für die Dehydrierung der Dihydrothiazol- bzw. Dihydrooxazolringe 
zu Thiazol- bzw. Oxazolringen verantwortlich. Das Enzym PatF hat in der Biosynthese von Pa-
tellamide A und C keine Funktion. In der Biosynthese von anderen Cyanobactinen sind homolo-
ge Proteine für die Prenylierung von Ser-, Thr- oder Tyr-Resten verantwortlich (Donia and 
Schmidt, 2011; Koehnke et al., 2012; McIntosh et al., 2009; 2011; 2010; Schmidt et al., 2005). 
1.2.7 Pyrrolochinolinchinon (PQQ) 
Pyrrolochinolinchinon (PQQ, Abbildung 1.24a) ist ein wichtiger Redoxcofaktor in einer Reihe 
bakterieller Dehydrogenasen, aber auch in der humanen Dopamin-β-Hydroxylase, die die Oxi-
dation von Dopamin zu Noradrenalin katalysiert (Kasahara and Kato, 2003). Obwohl PQQ aus 
nur zwei Aminosäuren aufgebaut ist (Abbildung 1.24c), ist es von ribosomaler Herkunft, wie in 
Studien aus den späten 1980er und frühen 1990er Jahren gezeigt werden konnte (Goodwin and 
Anthony, 1998; Klinman, 2001; Puehringer et al., 2008).  
 
 
Abbildung 1.24: Übersicht über wichtige Informationen von Pyrrolochinolinchinon. (A) Strukturformel von PQQ. (B) 
Gencluster der für die Biosynthese von PQQ verantwortlich ist. Er verfügt über ein Radical SAM Enzym. (C) Amino-
säuresequenz des PQQ Vorläuferpeptids PqqA. Es werden nur zwei der im Vorläuferpeptid vorkommenden Amino-
säuren in PQQ eingebaut (blau hervorgehoben). 
 
Der für die Biosynthese benötigte Gencluster setzt sich aus sechs Genen zusammen (Abbil-
dung 1.24b). Das Gen pqqA codiert das 22 Aminosäuren lange Vorläuferpeptid. In das prozes-
sierte PQQ werden davon zwei nicht benachbarte Aminosäuren, jeweils ein Glutamat und ein 
Tyrosin, eingebaut. Die Rekonstitution der Biosynthese war trotz starker Bemühungen bis jetzt 
nicht möglich. Bei PqqB handelt es sich um eine putative Oxygenase, dessen Funktion unbe-
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Reaktion katalysiert. PqqD bildet mit dem Radical SAM Enzym PqqE einen Komplex. Es wird 
angenommen, dass dieser Komplex die Reihenfolge der Reaktionen steuert, da für PqqD ange-
nommen wird, dass es in der Lage ist, das Vorläuferpeptid zu koordinieren. Das Radical SAM 
Enzym ist voraussichtlich für die Bildung einer C-C-Bindung verantwortlich. Bei PqqF handelt es 
sich um eine putative Zink-abhängige Protease. Hier wird angenommen, dass sie eine Rolle in 
der Spaltung des Peptidrückgrates spielt. Es wurde jedoch in genetischen Studien gezeigt, dass 
nur die Gene pqqACDE für die Biosynthese von PQQ zwingend benötigt werden. 
1.2.8 Lassopeptide 
Lassopeptide sind Peptide ribosomalen Ursprungs, die eine Länge von 16 bis 23 Aminosäuren 
besitzen. Ihr charakteristisches Feature ist ein acht bis neun Aminosäuren großer Makrolaktam-
ring, der durch Zyklisierung der N-terminalen Aminogruppe mit einer Carboxylgruppe der Sei-
tenkette eines Glutamat- oder Aspartatrestes entsteht (Maksimov et al., 2012). Durch den ent-
standenen Ring ist der C-terminale Teil des Peptids hindurchgefädelt, so dass eine verknotete 
sogenannte Lassostruktur entsteht (Abbildung 1.25a). Die Mehrzahl der Lassopeptide wird von 
Actinobakterien produziert. Sie sind zur Zeit in drei Klassen eingeteilt. 
Die Einteilung richtet sich nach der Anzahl auftretender Disulfidbrücken. So verfügen Lassopep-
tide der Klasse 1 über zwei Disulfidbrücken mit einem N-terminalen Cysteinrest. Siamycin 1 (Lin 
et al., 1996; Yano et al., 1996) ist ein Vertreter dieser Klasse (Abbildung 1.25b). Lassopeptide 
der Klasse 2 besitzen keine Disulfidbrücken und verfügen über einen Glycinrest am N-
Terminus. Diese Klasse hat aktuell die meisten Mitglieder, einschließlich der am Besten charak-
terisierten Peptide Microcin J25 (Delgado et al., 2001; Salomón and Farías, 1992) und Capistru-
in (Abbildung 1.25c&d) (Knappe et al., 2009; 2008; Kuznedelov et al., 2011). Lassopeptide der 
Klasse 3 besitzen eine Disulfidbrücke und einen N-terminalen Glycinrest. Zu Zeit ist nur ein Ver-
treter bekannt, das Peptid BI-32169 (Abbildung 1.25e) (Knappe et al., 2010). 
Die spezielle Struktur der Lassopeptide wird im Folgenden am Beispiel von Microcin J25 erläu-
tert: Microcin J25 ist ein von E. coli AY25 produziertes Lassopeptid. Es besitzt einen acht Ami-
nosäuren großen N-terminalen Makrolaktamring, der durch Zyklisierung der Aminogruppe des 
N-terminalen Glycinrestes mit der Carboxylgruppe der Seitenkette von Glutamat 8 (Glu8) ent-
steht. Durch diesen Ring ist der aus 13 Aminosäuren bestehende C-terminale Schwanz hin-
durchgefädelt. Durch die platzraubenden aromatischen Aminosäuren Phe19 und Tyr20 bleibt er 
im Ring eingeklemmt. Das Peptid wird daher erst bei hohen Temperaturen entfädelt. Der 
Microcin J25 Gencluster besteht aus vier Genen mcjA, mcjB, mcjC und mcjD. Bei McjA handelt 
es sich um das Vorläuferpeptid und bei McJD um einen membranständigen ABC-Transporter. 
Die eigentliche Biosynthese des Lassopeptids wird von den beiden Proteinen McjB und McjC 
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durchgeführt. Bei McjB handelt es sich um eine putative ATP-abhängige Cystein Protease, die 
voraussichtlich für die Abtrennung des Leaderpeptids verantwortlich ist. McjC besitzt Homologie 
zur Asparagin-Synthetase B und ist daher vermutlich für die Synthese der Isopeptidbindung 
zwischen Gly1 und Glu8 verantwortlich. In einer vor kurzem veröffentlichten Studie konnte ge-
zeigt werden, dass McjB und McjC tatsächlich die Synthese der Lassostruktur katalysieren. 
Darüber wurde gezeigt, dass die Reaktion ATP-abhängig ist und beide Enzyme nur in einem 
McjB-McjC-Komplex aktiv sind (Pan et al., 2012; Yan et al., 2012). 
 
 
Abbildung 1.25: Übersicht über die Strukturen mehrerer Lassopeptide. (A) NMR-Struktur von Microcin J25. (B) Ku-
gelmodell der Struktur von Siamycin 1, einem Lassopeptid der Klasse 1. (C) Kugelmodell der Struktur von Microcin 
J25, einem Lassopeptid der Klasse 2. (D) Kugelmodell der Struktur von Capistruin, ebenfalls einem Lassopeptid der 
Klasse 2. (E) Kugelmodell der Struktur von BI-32169, einem Lassopeptid der Klasse 3. 
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positive Bakterien. Auch konnte gezeigt werden, dass Klasse 1 Lassos wie Siamycin 1, Si-
amycin 2 und RP-71995 eine HIV-bekämpfende Wirkung besitzen (Helynck et al., 1993; Lin et 
al., 1996). Der vielversprechendste Ansatz wurde von Knappe et al. veröffentlicht (Knappe et 
al., 2011). In ihrer Studie wurde eine Microcin J25-Variante generiert, die ein RGD-Motiv in der 
oberen Loopstruktur besitzt. Das RGD-Motiv ist die Erkennungssequenz für eine Wechselwir-
kung mit den Integrinen avb3 und avb5. Dadurch wird dessen Aktivität reduziert und Wachstum 
von Blutgefäßen stark verlangsamt. Das RGD-Motiv kommt z. B. im Medikament Cilengitide, 
einem zyklischen Pentapeptid mit der Sequenz RGDFV, vor. Cilengitide wird zur Zeit für den 
Einsatz gegen eine Reihe bösartiger Karzinome, besonders Glioblastome, getestet. Für die ge-
nerierte RGD-Microcin J25-Variante konnte in vitro eine erhöhte Selektivität für die Integrine 
avb3 und avb5 gezeigt werden. Auch ist es in der Lage das Wachstum von Gefäßzellen in vivo 
zu stoppen. Dieser Ansatz etablierte Lassopeptide als Arbeitsgrundlage zur Entwicklung neuar-
tiger Pharmakologika. 
1.3 Radical SAM Enzyme 
Das charakteristische Merkmal von Radical SAM Enzymen, ist die reduktive Spaltung von S-
Adenosylmethionin (SAM) in ein kohlenstoffzentriertes Radikal und ein weiteres Molekül. In fast 
allen bis jetzt charakterisierten Enzymen wird Methionin und das 5’-Deoxyadenosylradikal (5’-
dA-Radikal) generiert (Abbildung 1.26) (Frey et al., 2008). Das erzeugte 5’-dA-Radikal wird in 
einem zweiten Reaktionsschritt verwendet, um eine ganze Reihe ungewöhnlicher Transformati-
onen zu katalysieren. Darunter enthalten ist z. B. die Erzeugung des zentralen Kohlenstoffzent-
rums mit Carbidcharakter im Eisen-Molybdän-Cofaktor von Nitrogenasen (Wiig et al., 2012). 
 
 
Abbildung 1.26: Übersicht über die von den meisten Radical SAM Enzymen katalysierte reduktive Spaltung von 
SAM in Methionin und das 5’-Deoxyadenosylradikal. Um die Reaktion durchführen zu können, benötigt das Radical 
SAM Enzym einen reduzierten [4Fe-4S]-Cluster. 
 
Die Superfamilie der Radical SAM Enzyme wurde durch bioinformatische Studien von Sofia et 
al. im Jahr 2001 identifiziert (Sofia et al., 2001). Zu diesem Zeitpunkt konnten der Klasse 600 
Enzyme zugeordnet werden. Im Jahr 2008 waren es schon 2800 Vertreter (Frey et al., 2008). 
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Heutzutage sind genetische Informationen zu mehr als 46000 putativen Radical SAM Enzymen 
in der NCBI-Datenbank gespeichert. Kurz nach Entdeckung der neuen Superfamilie wurden 
Radical SAM Enzyme noch als Vitamin B12 abhängige Enzyme des armen Mannes („poor 
man’s Vitamin B12“) bezeichnet, da sie, wie auch die Adenosylcobalamin abhängigen Enzyme, 
ein 5’-dA-Radikal generieren und der SAM-Cofaktor im Verhältnis zum sehr komplexen Coba-
lamin sehr einfach aufgebaut ist (Frey, 1993). Auch schien die Enzymklasse nicht sehr verbrei-
tet. Heutzutage müssen diese Aussagen zurückgenommen werden. Die Radical SAM Enzyme 
haben sich zu einer großen und diversen Klasse entwickelt, die in der Lage ist, weit mehr 
Transformationen durchzuführen als die Klasse der Adenosylcobalamin abhängigen Enzyme. 
Es wird davon ausgegangen, dass die Radical SAM Enzyme die evolutionären Vorläufer dieser 
Klasse sind (Frey et al., 2008). 
 
 
Abbildung 1.27: Genauer Ablauf der reduktiven SAM-Spaltung. Zunächst koordiniert SAM über die Amino- und 
Carboxyfunktion an das einzigartige Eisenatom des [4Fe-4S]-Clusters. Im zweiten Reaktionsschritt wird ein Elektron 
des reduzierten [4Fe-4S] auf das Sulfonium-Ion übertragen. Dadurch wird die Spaltung in Met und das 5’-dA-Radikal 
initiiert. Das generierte 5’-dA-Radikal wird in der Folgereaktion in katalytischen oder stöchiometrischen Mengen ein-
gesetzt (Duschene et al., 2009). 
 
Die reduktive Generierung des, für die jeweilige katalysierte Reaktion benötigten, 5’-dA-Radikals 
aus SAM wurde intensiv untersucht. Die Reaktion läuft an einem [4Fe-4S]-Cluster (Cofaktor) ab. 
Dieser ist über drei Cysteine koordiniert, die meistens in einem konservierten CXXXCXXC-Motiv 
vorkommen. Das konservierte CXXXCXXC-Motiv ist für Radical SAM Enzyme charakteristisch 
und befindet sich meistens in der N-terminalen Region des Enzyms. Die bioinformatische Klas-
sifizierung als Radical SAM Enzym erfolgt über diese cysteinreiche Region. Drei der vier Eisen-
SAM als
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atome des [4Fe-4S]-Cofaktors sind über die Thiolfunktionen der drei Cysteingruppen koordi-
niert. Das vierte Eisenzentrum des Clusters besitzt demnach eine freie Koordinationsstelle und 
wird daher auch als einzigartiges („unique“) Eisen bezeichnet. Dieses einzigartige Eisenatom ist 
in der Lage, SAM über dessen Carboxy- und Aminogruppe zu koordinieren (Abbildung 1.27).  
Zur Spaltung des gebundenen S-Adenosylmethionins wird im ersten Reaktionsschritt der [4Fe-
4S]-Cluster durch ein externes ein-Elektronen-Reduktionsmittel vom [4Fe-4S]2+-Zustand in den 
[4Fe-4S]+-Zustand reduziert. Der reduzierte Fe/S-Cluster ist nun in der Lage ein Elektron auf die 
Sulfoniumgruppe des SAM-Liganden zu transferieren (Henshaw et al., 2000). Als Folge der Re-
duktion spaltet sich SAM in Methionin und das 5’-dA-Radikal. In einigen Radical SAM Enzymen 
wurde beobachtet, dass der Komplex aus [4Fe-4S]+-Cluster und SAM bei Abwesenheit des 
zweiten Substrates relativ stabil ist und somit eine frühzeitige Erzeugung des hochreaktiven 5’-
dA-Radikals verhindert wird. Das am [4Fe-4S]-Cluster generierte 5’-dA-Radikal ist für die Kata-
lyse der weiteren Reaktionsschritte verantwortlich. Es wird dabei entweder katalytisch als 
Cofaktor eingesetzt oder in stöchiometrischen Mengen als weiteres Substrat verwendet. Im Fall, 
dass es in katalytischen Mengen eingesetzt wird, wird das Radikal im letzten Reaktionsschritt 
regeneriert (Duschene et al., 2009). Ein Beispiel hierfür ist die Lysin-2,3-Aminomutase (Kapitel 
1.3.1). 
Als externes Reduktionssystem für die Aktivierung des oxidierten [4Fe-4S]2+-Cluster kommt in 
vivo das Flavodoxin-abhängige Redoxsystem zum Einsatz (Abbildung 1.28). Dazu wird zu-
nächst oxidiertes Flavodoxin durch eine NAD(P)H-abhängige Flavodoxinreduktase in reduzier-
tes Flavodoxin überführt, was in der Lage ist, den im Radical SAM Enzym gebundenen [4Fe-
4S]-Cluster zu reduzieren. Das dabei gebildete oxidierte Flavodoxin geht erneut in den Kreislauf 
ein (Layer et al., 2005; Mulliez et al., 2001). In vitro wird als Reduktionsmittel meistens Natrium-
dithionit eingesetzt (Lee et al., 2009b). 
 
 
Abbildung 1.28: In vivo-Reduktionsystem für die Erzeugung aktiver Radical SAM Enzyme. Zunächst wird Flavodoxin 
durch eine NAD(P)H-abhängige Flavodoxinreduktase reduziert. Dieses ist in der Lage, ein Elektron auf einen  nicht 
reduzierten [4Fe-4S]-Cluster zu übertragen. 
 
Bis zum heutigen Zeitpunkt wurden die Strukturen von insgesamt 14 Radical SAM Enzymen 
durch röntgenspektroskopische Charakterisierung der jeweiligen Enzymkristalle bestimmt (Atta 
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et al., 2010; Benjdia et al., 2012; Boal et al., 2011; Forouhar et al., 2013; Zhang et al., 2010). 
Alle bisher bekannten Mitglieder besitzen eine vollständige oder partielle sogenannte TIM-
barell-Faltung. Darunter wird eine Struktur verstanden, die maximal aus acht abwechselnden α-
Helices und β-Faltblättern besteht. Die β-Faltblätter bilden eine Fassstruktur aus, die das Zent-
rum des jeweiligen Enzyms bilden. Der über das CXXXCXXC-Motiv koordinierte [4Fe-4S]-
Cluster befindet sich gut abgeschirmt von der Umgebung im Zentrum dieser Fassstruktur. In 
Abbildung 1.29 ist stellvertretend die Struktur der Lysin-2,3-Aminomutase gezeigt (Lepore et al., 
2005). Es ist zu erkennen, dass das einzigartige Eisenatom des [4Fe-4S]-Clusters zum Zentrum 
des Strukturmotivs ausgerichtet ist, um SAM abgeschirmt von jeglichen Wassermolekülen zu 
koordinieren. Dadurch wird verhindert, dass das während der Reaktion gebildete 5’-dA-Radikal 
unkontrolliert mit anderen Komponenten der Lösung reagiert. Aus der Struktur geht darüber 
hinaus hervor, dass SAM über weitere Reste des Proteins in der Bindungsstelle fixiert wird. So 
wird eine exakte Koordination von SAM und besonders dem gebildeten 5’-dA-Radikal ermög-
licht, damit das hochreaktive Radikal ausschließlich mit dem ebenfalls gebundenen Substrat 
reagieren kann (Atta et al., 2010; Duschene et al., 2009). Im Folgenden werden die Lysin-2,3-
Aminomutase wie auch alle bekannten Radical SAM Enzyme, die mehr als einen [4Fe-4S]-
Cluster koordinieren vorgestellt. 
 
 
Abbildung 1.29: Struktur der Lysin-2,3-Aminomutase. Das aus acht β-Faltblättern bestehende TIM-barell ist in cyan 
dargestellt. Das aktive Zentrum des Enzym, in dem PLP (grün), Lysin (gelb), SAM (rot) und der [4Fe-4S]-Cluster 
(orange) koordiniert sind, liegt in diesem Strukturmotiv. 
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1.3.1 Lysin-2,3-Aminomutase 
Die Lysin-2,3-Aminomutase (LAM) ist das am Längsten bekannte (Chirpich et al., 1970) und 
auch eins der am Besten charakterisierten Radical SAM Enzyme (Frey et al., 2008). Es kataly-
siert die Transformation von Lysin zu β-Lysin (Abbildung 1.30a), also die Umlagerung der Ami-
nogruppe vom α-Kohlenstoffatom zum β-Kohlenstoffatom über einen radikalischen Mechanis-
mus. Es ist darüber hinaus eins der wenigen Enzyme, die SAM in katalytischen Mengen ein-
setzt. Als zusätzlicher Cofaktor wird von LAM noch Pyridoxalphosphat (PLP) benötigt. Der ge-
naue Mechanismus ist in Abbildung 1.30b gezeigt.  
 
 
Abbildung 1.30: Übersicht über die von der Lysin-2,3-Aminomutase katalysierten Reaktion. (A) Reaktionsgleichung 
der von LAM katalysierten Umlagerung von Lysin in β-Lysin. (B) Genauer Reaktionsmechanismus der in (A) be-
schriebenen Reaktion. 
 
Im ersten Reaktionsschritt wird Lysin kovalent unter Ausbildung eines Imins an das im aktiven 
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5’-dA-Radikal aus SAM generiert. Dieses ist in der Lage ein Wasserstoffatom des β-
Kohlenstoffs von Lysin zu abstrahieren. Das neu gebildete kohlenstoffzentrierte Radikal wird 
unter Bildung eines Aziridinylradikals durch PLP stabilisiert. Das Aziridinylradikal steht im 
Gleichgewicht mit den offenkettigen kohlenstoffzentrierten Radikalen, so dass es zu einer Mig-
ration der Aminfunktion um ein Kohlenstoffatom am gebundenen Lysin kommen kann. Das da-
bei gebildete α-kohlenstoffzentrierte Radikal reagiert im letzten Reaktionsschritt unter Regene-
rierung des 5’-dA-Radikals mit 5’-Deoxyadenosin. Durch Abspaltung der an PLP gebundenen 
Aminosäure wird β-Lysin erhalten. 
 
 
Abbildung 1.31: Diagramm der Potentiale von freiem SAM und freiem [4Fe-4S]-Cluster und den jeweiligen in LAM 
gebundenen aktivierten Varianten. Die Potentialdifferenz wird durch Bindung im Radical SAM Enzym auf - 390 mV 
reduziert (Duschene et al., 2009). 
 
Für die reduktive Spaltung von SAM in freier Lösung zu Methionin und das 5’-dA-Radikal wer-
den Reduktionsmittel mit einem Potential von maximal -1.8 V benötigt. Die in Radical SAM En-
zymen aktivierte reduzierte Form des [4Fe-4S]+-Clusters besitzt ein Potential von -430 mV und 
sollte demnach nicht in der Lage sein, SAM reduktiv zu spalten. Detaillierte Studien an LAM 
konnten zeigen, wie es Radical SAM Enzymen doch möglich ist, die Spaltungsreaktion zu kata-
lysieren und die Potentialdifferenz von ca. 1.4 V, was einer Energiebarriere von ca. 32 kcal/mol 
entspricht, zu überbrücken (Abbildung 1.31). Durch Koordination von SAM an das einzigartige 
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Eisenatom des [4Fe-4S]-Clusters wird das Potential, was zur Spaltung von SAM benötigt wird, 
auf -990 mV erhöht. Dadurch wird die Energiebarriere um 19 kcal/mol auf 13 kcal/mol herabge-
setzt. Zusätzlich dazu wird durch Bildung des Komplexes aus SAM, PLP und Lysin das Potenti-
al des [4Fe-4S]+-Clusters auf -600 mV herabgesetzt, was einer Reduktion der Potentialdifferenz 
von weiteren 170 mV entspricht. Die Energiebarriere beträgt jetzt nur noch ca. 9 kcal/mol. Die 
reduktive SAM-Spaltung ist damit möglich (Duschene et al., 2009; Hinckley and Frey, 2006; 
Wang and Frey, 2007). 
1.3.2 Biotin-Synthase 
Die Biotin-Synthase (BioB) katalysiert mit der Umwandlung von Dethiobiotin in Biotin den letzten 
Reaktionschritt der Biotinbiosynthese (Abbildung 1.32a) in z. B. Escherichia coli. Es ist das am 
Besten charakterisierte Radical SAM Enzym, das für die Insertion eines Schwefelatoms in ein 
Substrat verantwortlich ist. Durch aufwendige UV-Vis, EPR- und weitere spektroskopische Stu-
dien, wie auch durch die Ermittlung der Struktur mittels Kristallstrukturanalyse, wurde gezeigt, 
dass BioB neben dem für Radical SAM Enzyme typischen [4Fe-4S]-Cluster einen weiteren 
[2Fe-2S]-Cluster bindet (Cosper et al., 2002; Jameson et al., 2004; Ugulava et al., 2001a; 
2001b). Dieser ist durch drei Cysteingruppen, die in einem CX3CX2C-Motiv angeordnet sind, 
und einen konservierten Argininrest koordiniert.  
 
 
Abbildung 1.32: Überblick über die von BioB katalysierte Reaktion. (A) Reaktionsgleichung der von BioB katalysier-
ten Umsetzung von Dethiobiotin in Biotin. Für die Reaktion werden zwei Äquivalente SAM benötigt. (B) Reaktionsme-
chanismus der in (A) gezeigten Reaktion. Der zweite in BioB gebundene Fe/S-Cluster wird bei der Synthese von 
Biotin degradiert, daher ist BioB nur in der Lage einen Turnover zu katalysieren. 
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Es wurde gezeigt, dass dieser zweite Fe/S-Cluster für die Biosynthese von Biotin zwingend er-
forderlich ist, da BioB-Mutanten innerhalb des CX3CX2C-Motivs nicht mehr in der Lage waren, 
die Insertion des Schwefelatoms in Dethiobiotin zu katalysieren. Weitere Studien zeigten, dass 
der [2Fe-2S]-Cluster während der Synthese von Biotin zu einem [2Fe-1S]-Cluster degradiert 
und dass der dabei freigesetzte Schwefel in Dethiobiotin eingebaut wird (Tse Sum Bui et al., 
2006). Der [2Fe-2S]-Cluster agiert in der Reaktion als Schwefeldonor. In vitro wird das Enzym 
dabei irreparabel beschädigt. Es ist daher nur in der Lage, einen Turnover zu katalysieren. Der 
genaue Reaktionsmechanismus von BioB ist in Abbildung 1.32b gezeigt. Zuerst wird durch das 
generierte 5’-dA-Radikal ein Wasserstoffatom des C9-Kohlenstoffs von Dethiobiotin abstrahiert 
und das entsprechende kohlenstoffzentrierte Radikal gebildet. Dieses ist in der Lage, ein 
Schwefelatom des [2Fe-2S]-Clusters anzugreifen und eine Bindung mit diesem auszubilden. Im 
nächsten Reaktionsschritt wird erneut ein 5’-dA-Radikal erzeugt, dass diesmal das Wasser-
stoffatom des C6-Kohlenstoffs abstrahiert. Das dabei generierte Radikal greift ebenfalls den 
Schwefel des [2Fe-2S]-Clusters unter Bildung von Biotin an. Der [2Fe-2S]-Cluster wird zu einem 
[2Fe-1S] degradiert (Berkovitch, 2004; Fugate et al., 2012; Taylor et al., 2011). 
1.3.3 Lipoyl-Synthase 
Die Lipoyl-Synthase (LipA) katalysiert die Insertion zweier Schwefelatome in eine Octanylsei-
tenkette des Lipoyl-Carrier-Proteins (LCP) unter Bildung des Lipoyl-Cofaktors (Cicchillo and 
Booker, 2005; Douglas et al., 2006; Miller et al., 2000; Zhao et al., 2003). Als Lipoyl-Cofaktor 
wird an LCP gebundene Liponsäure verstanden (Abbildung 1.33a). Die Reaktion ist ähnlich des 
von BioB katalysierten Schwefeleinbaus. Durch EPR- und Mössbauer-Spektroskopie wurde 
gezeigt, dass LipA neben dem für die SAM-Spaltung benötigten [4Fe-4S]-Cluster einen weiteren 
[4Fe-4S]-Cluster bindet. Dieser ist durch drei Cysteinreste eines konservierten CX4CX5C-Motivs 
koordiniert (Cicchillo et al., 2004b). Der zweite Fe/S-Cluster ist, wie in BioB, essentiell für die 
Biosynthese des Lipoyl-Cofaktors, wie durch Alaninscans des Bindungsmotivs gezeigt werden 
konnte. Durch weitere Studien wurde darüber hinaus festgestellt, dass die beiden in die 
Octanylseitenkette eingebauten Schwefelatome aus dem zweiten [4Fe-4S]-Cluster eines En-
zyms stammen. Der Cluster dient somit als Schwefeldonor. Da LipA in vitro maximal ein Äquiva-
lent LCP umsetzen kann, wird ebenfalls angenommen, dass der zweite [4Fe-4S]-Cluster wäh-
rend der Reaktion zerstört wird. Auf Grund dieser und weiterer Ergebnisse wurde ein Mecha-
nismus der Biosynthese postuliert (Abbildung 1.33b).  
Zuerst erzeugt das Radical SAM Enzym LipA ein 5’-dA-Radikal, das im zweiten Reaktionsschritt 
ein Wasserstoff des C6-Kohlenstoffs der Octaylseitenkette abstrahiert. Das neu generierte koh-
lenstoffzentrierte Radikal greift nun ein Schwefelatom des zweiten [4Fe-4S]-Clusters an. Die 
Reaktionsabfolge findet erneut für die C8-Position der Octaylseitenkette statt. Das dort erzeugte 
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Radikal greift im Gegensatz zu BioB ein anderes Schwefelatom des zweiten Fe/S-Clusters an. 
Im letzten Reaktionsschritt werden die beiden Thiolatgruppen protoniert und es bildet sich der 
Lipoyl-Cofaktor. In LipA bleibt ein degradierter [4Fe-2S]-Cluster zurück. Das Enzym ist nicht 
mehr in der Lage einen weiteren Reaktionszyklus zu katalysieren (Cicchillo et al., 2004a). 
 
 
Abbildung 1.33: Übersicht über die von LipA katalysierte Reaktion. (A) Reaktionsgleichung der von LipA katalysier-
ten Umsetzung von dem LCP-Octansäureamidaddukt in den Lipoyl-Cofaktor. Für die Reaktion werden zwei Äquiva-
lente SAM benötigt. (B) Reaktionsmechanismus der in (A) gezeigten Reaktion. Der zweite in LipA gebundene [4Fe-
4S]-Cluster wird bei der Synthese des Lipoyl-Cofaktors degradiert. Daher ist LipA wie BioB nur in der Lage einen 
Turnover zu katalysieren. 
1.3.4 Methylthiotransferasen 
Methylthiotransferasen (MTF) katalysieren den spezifischen Transfer von Methylthiolgruppen 
auf tRNA-Substrate und ribosomale Proteine (Abbildung 1.34a). Dabei werden tetraedrische 
(sp3) wie auch planare (sp2) Kohlenstoffzentren modifiziert (Anton et al., 2010; Arragain et al., 
2010; Atta et al., 2010). Bei den MTFs handelt es sich um Radical SAM Enzyme, die in allen 
drei Domänen des Lebens gefunden werden. RimO und MiaB sind die am Besten charakteri-
sierten Enzyme dieser Klasse. RimO ist für die spezifische Methylthiolierung des β-
Kohlenstoffatoms des Aspartatrestes 89 des ribosomalen Proteins S12 verantwortlich (Anton et 
al., 2008). MiaB hingegen katalysiert den letzten Reaktionsschritt der Modifikation eines Adeno-
sins in tRNA zu 2-Methylthio-N6-(threonylcarbamoyl)adenosin (Hernández et al., 2007; Pierrel et 
al., 2004; 2003). Durch spektroskopische Untersuchungen wie auch durch Mutationsstudien 
konnte gezeigt werden, dass beide Enzyme über zwei [4Fe-4S]-Cluster verfügen. Es wurde 
lange Zeit angenommen, dass der zweite [4Fe-4S]-Cluster die Funktion eines Schwefeldonors 
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wie der weitere Fe/S-Cluster in BioB oder LipA besitzt. Diese Funktion wurde angenommen, da 
RimO wie z.B BioB in ersten in vitro-Experimenten die Bildung maximal eines Äquivalents me-
thylthiolierten Produkts katalysierte (Lee et al., 2009b). 
 
 
Abbildung 1.34: Übersicht über verschiedene durch Radical SAM Enzyme katalysierten Methylthiolierungen. (A) 
Reaktionsgleichung der von MiaB katalysierten Methiolthiolierung eines sp2-hybridisierten Kohlenstoffatoms einer 
bereits modifizierten Adenosingruppe in tRNA. (B) Reaktionsgleichung der Methylthiolierung eines sp3-hybridisierten 
Kohlenstoffatoms des Aspartatrestes 89 des ribosomalen Proteins S12 durch RimO. (C) Reaktionsmechanismus der 
von RimO katalysierten Methylthiolierung. SAM wird als Methylgruppendonor und Radikalgenerator benötigt. Bei der 
Generierung des Thioethers handelt es sich um eine zwei-Elektronenoxidation. Da das 5’-dA-Radikal ein ein-
Elektronenoxidationsmittel ist, wird für die Thioethererzeugung ein weiteres ein-Elektronen-Oxidationsmittel benötigt. 
Diese Funktion nimmt der zweite [4Fe-4S]-Cluster ein, an dem die zu übertragende Thiomethylgruppe zwischenzeit-
lich koordiniert ist. Der zweite [4Fe-4S]-Cluster kann den ersten Fe/S-Cluster nach einem Reaktionszyklus regenerie-
ren. 
 
Zusätzlich wurde die Bildung eines Selenoethers beobachtet, wenn RimO mit Natriumselenid 
anstatt Natriumsulfid rekonstituiert wurde. Aktuelle Ergebnisse widerlegen aber diese Funktion 
des zweiten [4Fe-4S]-Clusters. In der Studie von Forouhar et al. (Forouhar et al., 2013) konnte 
durch Zugabe von Natriumsulfid ein in vitro-Assay durchgeführt werden, in dem MiaB mehrere 
Turnover katalysierte. Wurde zum Vergleich Natriumselenid in ein Assay zugesetzt, der schon 
ein mit Sulfid rekonstituiertes Protein enthielt, wurde die Bildung eines Selenoether enthaltenen 
Adenosinderivats beobachtet. Die Studien deuteten darauf hin, dass der zweite [4Fe-4S] wäh-
rend der Reaktion nicht als Schwefeldonor fungiert und demnach nicht degradiert wird. Des 
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Weiteren konnte durch EPR-Studien die Interaktion des zweiten [4Fe-4S]-Clusters mit dem Se-
len eines Methylselenids nachgewiesen werden. Darüber hinaus konnte die Kristallstruktur von 
rekonstituierten RimO gelöst werden. Aufbauend auf den erhaltenen Ergebnissen wurde ein 
allgemeiner Mechanismus der Methylthiolierung vorgeschlagen (Abbildung 1.34b) (Forouhar et 
al., 2013).  
1.3.5 Molybdopterin-Cofaktor-Biosyntheseprotein A 
 
Abbildung 1.35: Übersicht über die von MoaA und MoaC katalysierte Umlagerung von GTP in den Molybdopterin-
Vorläufer Z. (A) Reaktionsgleichungen der beiden Reaktionen. (B) Postulierter Reaktionsmechanismus der von MoaA 
katalysierten Umlagerung. Der zweite in MoaA gebundene [4Fe-4S]-Cluster dient als Elektronendonor für die Reduk-
tion des Substrats. Nähere Beschreibungen des Mechanismus befinden sich im Text. 
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Das Molybdopterin-Cofaktor-Biosyntheseprotein A (MoaA) katalysiert die erste Reaktion der 
Molybdopterin Biosynthese aus GTP. Dabei bildet es zusammen mit dem Molybdopterin-
Cofaktor-Biosyntheseprotein C (MoaC) aus GTP den Molybdopterin-Vorläufer Z (Abbildung 
1.35a) (Hänzelmann et al., 2004). Der Molybdopterin-Cofaktor (MoCo) ist für Aktivität einiger 
Enzyme (z. B. die Sulfitoxidase) im menschlichen Körper essentiell. Ein angeborener MoCo-
Mangel zeigt sich in neurologischen Ausfallerscheinungen, die relativ schnell zum Tod führen 
(Reiss, 2000; Reiss and Johnson, 2003). Bei MoaA handelt es sich um ein Radical SAM En-
zym, das über zwei [4Fe-4S]-Cluster verfügt. Dem zweiten [4Fe-4S]-Cluster werden mehrere 
Funktionen zugeordnet, zum einen die Substratkoordination, die mit einer spezifischen Erken-
nung von GTP als Edukt verknüpft ist, und zum anderen eine strukturelle Funktion (Hänzelmann 
and Schindelin, 2004; 2006). Studien, in denen die Cysteingruppen des Bindungsmotivs des 
zweiten [4Fe-4S]-Clusters gegen Alaninreste ausgetauscht waren, resultierten in unlöslichen 
MoaA-Mutanten. Erst kürzlich konnte ein plausibler Vorschlag über den genauen Mechanismus, 
der von MoaA katalysierten Reaktion gemacht werden (Abbildung 1.35b) (Mehta et al., 2013). 
Durch Studien mit Deuterium-markierten GTP konnte gezeigt werden, dass im ersten Reakti-
onsschritt das Wasserstoffatom des C3’-Kohlenstoffes durch ein 5’-dA-Radikal abstrahiert wird. 
Anschließend erfolgt eine komplexe Umlagerungsreaktion, bei der der C8-Kohlenstoff zwischen 
die Kohlenstoffatome C2’ und C3’ migriert. Der darauf folgende Aufbau des mittleren 6-Rings 
erfolgt durch nucleophile Addition. 
1.3.6 Pyrrolochinolinchinon-Biosyntheseprotein E 
Bei Pyrrolochinolinchinon handelt es sich um einen Naturstoff ribosomalen Ursprungs, wie 
schon in Kapitel 1.2.7 erläutert wurde (Puehringer et al., 2008). An der Biosynthese ist ein Radi-
cal SAM Enzym (PqqE) beteiligt, das über zwei [4Fe-4S]-Cluster verfügt. Über die von PqqE 
katalysierte Reaktion ist bis heute wenig bekannt. Es konnte bis jetzt nur gezeigt werden, dass 
mit Eisen und Schwefel beladenes PqqE in der Lage ist, reduktiv SAM in Methionin und 5’-dA 
zu spalten. Eine Rekonstitution der Enzymaktivität war in vitro nicht möglich. In Assays mit 
PqqE, PqqA, SAM und einem Reduktionsmittel konnte keine Bildung eines neuen Produktes 
beobachtet werden (Wecksler et al., 2009). Weiterführende Studien zeigten, dass PqqE mit 
PqqD interagiert und dass PqqD ebenfalls mit dem Vorläuferpeptid wechselwirkt (Wecksler et 
al., 2010). Daraufhin wurden Assays, in denen zusätzlich PqqD hinzugefügt wurde, durchge-
führt. Erneut war kein Umsatz an PqqA in ein neues Produkt zu beobachten. Als Bindungsstelle 
des zweiten [4Fe-4S]-Clusters werden drei Cysteinreste in einem CX2CX27C-Motiv verantwort-
lich gemacht. 
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1.3.7 Radical SAM Reifungsenzyme der Fe-Fe-Hydrogenase HydA 
Hydrogenasen katalysieren die reversible Oxidation von molekularem Wasserstoff. Aus diesem 
Grund, sind sie für die Forschung besonders interessant, da mit ihrer Hilfe das Problem der 
Wasserstoffgenerierung für z. B. durch Wasserstoff betriebene Fahrzeuge, gelöst werden könn-
te. Die Fe-Fe-Hydrogenase HydA benötigt für diese Reaktion einen komplexen Cofaktor, den 
sogenannten H-Cluster (Abbildung 1.36) (Mulder et al., 2010; Peters et al., 1998). Dieser be-
steht aus einem cubanen [4Fe-4S]-Cluster, der über das Schwefelatom eines Cysteinrestes mit 
einem [2Fe]-Cluster verbunden ist. Dieser [2Fe]-Cluster koordiniert drei Carbonyl-, zwei Cyanid- 
und einen Dithiomethylaminliganden, die den Cluster stabilisieren. Die Synthese des [4Fe-4S]-
Clusters verläuft über die Standard-Biosynthesemaschinerie, wohin gegen die Synthese des 
[2Fe]-Clusters durch drei Enzyme des hyd-Operons (HydE, HydF, HydG) katalysiert wird. Bei 
HydE und HydG handelt es sich um Radical SAM Enzyme, dessen Funktionen im Folgenden 
detailliert erläutert werden. Die Assemblierung des H-Clusters wird auf HydF durchgeführt. 
HydF dient daher als Scaffoldprotein, das als letzter Schritt der Biosynthese den fertigen H-
Cluster auf HydA überträgt (Brazzolotto et al., 2006; Czech et al., 2010; McGlynn et al., 2008; 
Mulder et al., 2010; Posewitz et al., 2004). 
 
 
Abbildung 1.36: Struktur des H-Clusters aus der Fe-Fe-Hydrogenase HydA. 
1.3.7.1 HydE 
Bei HydE handelt es sich um ein Radical SAM Enzym, das zwei [4Fe-4S]-Cluster bindet (Pose-
witz et al., 2004). Die Präsenz des zweiten Clusters konnte unwiderruflich durch einen Ala-
ninscan des Bindungsmotivs des für die SAM-Spaltung erforderlichen Fe/S-Clusters erbracht 
werden. HydE-Mutanten, die nicht mehr in der Lage waren, diesen Cluster zu koordinieren, ent-
hielten weiterhin 4 Äquivalente Eisen und Schwefel. Durch UV-Vis und EPR-Studien konnte der 
zweite durch ein CX7CX2C-Motiv gebundene Fe/S-Cluster als [4Fe-4S]-Zentrum identifiziert 
werden (Rubach et al., 2005). Über die Funktion von HydE ist wenig bekannt. Es wird ange-
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nen oder wie bei BioB und LipA eine Funktion als Schwefeldonor für den Bithiomethylaminlig-
anden. 
1.3.7.2 HydG 
Die Funktion des Radical SAM Enzyms HydG in der Biosynthese des H-Clusters ist detailliert 
untersucht worden (Driesener et al., 2010; Posewitz et al., 2004; Shepard et al., 2010). Es wur-
de gezeigt, dass HydG für die Erzeugung der CN- und CO-Liganden des H-Clusters verantwort-
lich ist. Es verwendet Tyrosin als Substrat. Als Produkte werden p-Cresol und jeweils ein CN- 
und CO-Ligand gebildet (Abbildung 1.37a). Das Radical SAM Enzym HydG verfügt über einen 
weiteren [4Fe-4S]-Cluster, der über ein CX2CX22C-Motiv koordiniert ist. In aktuellen Studien von 
Nicolet et al. konnte durch die Mutation zweier Cysteine zu Serin gezeigt werden, dass der 
zweite [4Fe-4S]-Cluster für die Synthese des CO-Liganden essentiell ist (Nicolet et al., 2010). 
 
 
Abbildung 1.37: Überblick über die von HydG katalysierte Reaktion. (A) Reaktionsgleichung der Umsetzung von 
Tyrosin in jeweils ein Molekül Kohlenmonoxid, Cyanid und p-Cresol durch HydG. (B) Reaktionsmechanismus der von 
HydG katalysierten Reaktion. Es wird davon ausgegangen, dass bei der Umsetzung von Tyrosin ein Äquivalent SAM 
verbraucht wird. Der zweite in HydG gebundene [4Fe-4S]-Cluster ist für die Erzeugung von Kohlenmonoxid aus dem 
CO2--Radikal verantwortlich. 
 
Die erzeugte HydG-Mutante war nur in der Lage, den CN-Liganden zu synthetisieren. Daraufhin 
war es möglich, einen Mechanismus der Reaktion zu postulieren (Abbildung 1.37b). Es wird 
angenommen, dass im ersten Reaktionsschritt Tyrosin in p-Cresol und Dehydroglycin gespalten 
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ersten [4Fe-4S]-Cluster generierten 5’-dA-Radikals in Methylimin und das CO2--Radikal gespal-
ten. Durch eine zwei-Elektronenoxidation wird Methylimin in Cyanid überführt. Für die Synthese 
des CO-Liganden aus dem CO2--Radikal wird ein ein-Elektronen-Oxidationsmittel benötigt. Zu 
dieser Klasse gehören auch [4Fe-4S]-Cluster. Daher wird angenommen, dass der dritte Reakti-
onsschritt am zweiten [4Fe-4S]-Cluster unter einer teilweisen Bildung eines [4Fe-4S]-CO-
Komplexes stattfindet. Die Bildung des Komplexes würde auch den experimentellen Sachver-
halt erklären, dass während der Umsetzung von Tyrosin in CN und CO niemals die Bildung von 
genau einem Äquivalent CO beobachtet wird. 
1.3.8 Radical SAM Enzyme, die Glycyl-Radikale generieren 
Eine wichtige Unterklasse der Radical SAM Enzyme bilden die Glycylradikal aktivierende En-
zyme (GRAE). Diese nutzen das generierte 5’-dA-Radikal, um an einem anderen Protein das 
am α-Kohlenstoff gebundene Wasserstoffatom einer Glycingruppe zu abstrahieren. Das auf 
diese Weise erzeugte Glycylradikal wird durch captodative Effekte stabilisiert und ist daher be-
sonders stabil. Unter anaeroben Bedingungen wurden Halbwertszeiten von mehreren Stunden 
beobachtet. Durch die Generierung des Glycylradikals werden die Substratproteine aktiviert und 
selbst zu Enzymen, den sogenannten Glycylradikal Enzymen (Eklund and Fontecave, 1999; 
Selmer et al., 2005). Beispiele hierfür sind die Pyruvat-Formiat-Lyase und die anaerobe Ribonu-
cleotidreductase. Die in den Systemen vorkommenden Glycylradikal-aktivierenden Radical SAM 
Enzyme besitzen einen [4Fe-4S]-Cluster. Darüber hinaus sind GRAE bekannt, die mehrere 
Fe/S-Cluster binden. Diese werden im Folgenden näher beschrieben. 
1.3.8.1 Aktivierungsenzym der p-Hydroxyphenylacetat-Decarboxylase 
Die p-Hydroxyphenylacetat-Decarboxylase (Hpd) katalysiert den letzten Reaktionschritt in der 
Fermentation von Tyrosin zu p-Cresol in verschiedenen Clostridium-Spezies (Abbildung 1.38) 
(Selmer et al., 2005).  
 
 
Abbildung 1.38: Reaktionsgleichung der von Hpd katalysierten Umsetzung von p-Hydroxyphenylacetat in p-Cresol 
und Kohlenstoffdioxid. 
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Bei der p-Hydroxyphenylacetat-Decarboxylase handelt es sich um ein Glycylradikal Enzym, 
dass durch ein GRAE, das mindestens zwei [4Fe-4S]-Cluster enthält, aktiviert wird. Es konnte 
gezeigt werden, dass das GRAE nach erfolgreicher Reinigung 7 bis 8 Äquivalente Eisen und 6 
bis 7 Äquivalente Schwefel bindet. Durch EPR-Studien konnten die gebundenen Cluster als 
[4Fe-4S]-Cluster identifiziert werden (Yu et al., 2006). Leider war nur ein Bruchteil des gereinig-
ten Enzyms in vitro aktiv. Genauere bioinformatische Untersuchungen der Proteinsequenz 
ergaben, dass das GRAE über zwei weitere putative Fe/S-Cluster-Bindungsstellen verfügt. Wei-
tere Studien wurden bis jetzt nicht durchgeführt. Daher ist die genaue Funktion des weiteren 
bzw. der weiteren Fe/S-Cluster noch unbekannt. 
1.3.8.2 Aktivierungsenzym der Glyceroldehydratase aus Clostridium butyricium 
Glyceroldehydratasen katalysieren die Reaktion von Glycerol zu 3-Hydroxypropionaldehyd im 
Umwandlungsprozess von Glucose zu 1,3-Propandiol (Abbildung 1.39a). Bei diesen Enzymen 
handelt es sich meistens um Coenzym B12-abhängige Dehydratasen. Dies ist jedoch in Clostri-
dium butyricium nicht der Fall. Hier wurde ein Enzym gefunden, das eine konservierte Amino-
säurensequenz besitzt, an der ein Glycinradikal durch ein GRAE gebildet werden kann. Das 
GRAE wurde als Radical SAM Enzym identifiziert. Laut bioinformatischen Studien ist es in der 
Lage bis zu drei [4Fe-4S]-Cluster zu koordinieren. Experimentell wurde dieser Befund jedoch 
noch nicht nachgewiesen. Interessant ist, dass das Enzym SAM nicht in Met und das 5’-dA-
Radikal spaltet, sondern in 5’-Deoxy-5’-methylthioadenosin und 3-Amino-3-
carboxylpropylradikal (Abbildung 1.39b). Es ist damit das erste Radical SAM Enzym an dem 
gezeigt wurde, dass auch eine andere reduktive Spaltung des SAM-Moleküls möglich ist (De-
mick and Lanzilotta, 2011). 
 
 
Abbildung 1.39: Reaktionsgleichung der von Glyceroldehydratasen katalysierten Reaktion von Glycerol in 3-Hydro-
xypropionaldehyd (A). (B) Für die Aktivierung der Glyceroldehydratase in C. butyricum-Spezies ist ein GRAE verant-
wortlich, dass SAM nicht in Met und das 5’-dA-Radikal spaltet, sondern in 5’-Deoxy-5’-methylthioadenosin und das 3-
Amino-3-carboxylpropylradikal. 
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1.3.8.3 Aktivierungsenzym der Benzylsuccinat-Synthase 
Die Benzylsuccinat-Synthase (Bss) katalysiert die Synthese von Benzylsuccinat aus Toluol und 
Fumarsäure (Abbildung 1.40) und damit den ersten Reaktionsschritt im Toluolmetabolismus von 
Thauera aromatica (Leuthner et al., 1998). Über das Enzym-aktivierende GRAE ist wenig be-
kannt. Bioinformatische Studien deuten auf die Präsenz zwei weiterer [4Fe-4S]-Cluster-
Bindungsstellen hin. Diese besitzen eine ähnliche Anordnung wie in dem Hpd-GRAE (Kapitel 
1.3.8.1), so dass davon ausgegangen wird, dass die in beiden Enzymen zusätzlich gebundenen 
Fe/S-Cluster die gleiche Funktion besitzen (Li and Marsh, 2006a; 2006b). 
 
 
Abbildung 1.40: Reaktionsgleichung der von Bss katalysierten Spaltung von Benzylsuccinat in Toluol und E-Furmar-
säure. 
1.3.9 Butirosin-Biosyntheseprotein N 
Butirosin (Abbildung 1.41a) gehört zur Klasse der antibakteriell aktiven Aminoglycoside, zu der 
z. B. auch Kanamycin zählt. An seiner Biosynthese ist unter anderem ein Radical SAM Enzym, 
das Butirosin-Biosyntheseprotein N (BtrN), involviert (Yokoyama et al., 2007). Es katalysiert die 
zwei-Elektronen Oxidation von 2-Deoxy-scyllo-inosamin (DOIA) zu Amino-2-deoxy-scyllo-
inosose (Amino-DOI) (Abbildung 1.41b), also die Umwandlung einer Hydroxylgruppe zu einer 
Carbonylfunktion. In ersten Studien, in denen BtrN chemisch rekonstituiert und anschließend 
mit EDTA behandelt wurde, um unspezifisch gebundenes Fe(II/III) zu entfernen, konnte in BtrN 
nur ein [4Fe-4S]-Cluster nachgewiesen werden (Yokoyama et al., 2008). Dieser Befund erwies 
sich aber als falsch, wie eine Studie von Grove. et al zeigte (Grove et al., 2010). In dieser Arbeit 
wurde BtrN mit den Genen des isc-Operons coexprimiert und anschließend anaerob gereinigt. 
Es wurde ein Eisengehalt von 7.7 Äquivalenten und ein Schwefelgehalt von 8.8 Äquivalenten 
bestimmt. Durch weitere Untersuchungen, die den Austausch der Cysteine des CXXXCXXC-
Motivs durch Alanin beinhalteten, konnte eindeutig die Präsenz eines zweiten [4Fe-4S]-Clusters 
nachgewiesen werden. Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde ein Reaktionsmechanismus 
(Abbildung 1.41c) vorgeschlagen, der identisch zu dem bereits zuvor postulierten Mechanismus 
von AtsB ist. Da es sich bei dem durch den ersten [4Fe-4S]-Cluster generierten 5’-dA-Radikal 
um ein ein-Elektronen-Oxidationsmittel handelt, wird für die zwei-Elektronen-Oxidation von 
DOIA in Amino-DOI ein weiteres ein-Elektronen-Oxidationsmittel benötigt. Diese Rolle wird dem 
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zweiten [4Fe-4S]-Cluster zugesprochen, der nach erfolgreicher Deprotonierung der Hydro-
xylgruppe DOIA koordinieren kann. Nach Abstraktion des Wasserstoffatoms vom α-Kohlenstoff 
wird ein Elektron auf den zweiten [4Fe-4S]-Cluster transferiert und Amino-DOI gebildet. Es ist 
unklar, ob das Elektron zur Regeneration anschließend auf einen externen Elektronenakzeptor 
oder auf den ersten [4Fe-4S]-Cluster transferiert wird. 
 
 
Abbildung 1.41: Übersicht über die von BtrN katalysierte Reaktion in der Butirosin-Biosynthese. (A) Strukturformel 
von Butirosin. (B) Reaktionsgleichung der von BtrN katalysierten Oxidation von DOIA in Amino-DOI. Es wird ein 
Äquivalent SAM pro Turnover konsumiert. (C) Reaktionsmechanismus der zwei-Elektronenoxidation von DOIA in 
Amino-DOI. Wie bei den von RimO und MiaB katalysierten Oxidationsreaktionen dient der zweite [4Fe-4S]-Cluster als 
zweites ein-Elektronenoxidationsmittel. 
1.3.10 Reifungsenzyme von Arylsulfatasen 
Sulfatasen katalysieren die Hydrolyse von Sulfatestern. Eine Unterklasse dieser Enzyme bilden 
die Arylsulfatasen, die in ihrem katalytischen Zentrum eine Formylglycingruppe besitzen. Dieser 
Formylglycinrest ist in eukaryotischen wie auch prokaryotischen Arylsulfatasen konserviert und 
ist für dessen Aktivität essentiell (Boltes et al., 2001; Lukatela et al., 1998). Er wird in anaeroben 
prokaryotischen Systemen durch Oxidation einer Cysteingruppe oder Seringruppe erzeugt (Ab-
bildung 1.42a). Diese Oxidationsreaktion wird durch Radical SAM Enzyme katalysiert, den so-
genannten Anaeroben-Sulfatase-Modifizierungsenzymen (ASME). Das am Besten charakteri-
sierte ASME ist AtsB aus Klebsiella pneumoniae (Benjdia et al., 2007; Fang et al., 2004; Grove 
et al., 2008; Marquordt et al., 2003; Szameit et al., 1999). In Studien von Grove et al. wurde 
durch Bestimmung des Eisen- und Schwefelgehalts, wie auch durch Mössbauer-Spektroskopie 
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gezeigt, dass AtsB drei [4Fe-4S]-Cluster bindet. An einem aus 23 Aminosäuren bestehenden 
Teilstück der Arylsulfatase AtsA konnte durch massenspektrometrische Untersuchungen die 
Modifikation einer Cysteingruppe in den Formylgylcinrest nachgewiesen werden. Da es sich bei 
der Reaktion einer Thiolgruppe zu einer Carbonylfunktion um eine zwei-Elektronen-Oxidation 
handelt, das generierte 5’-dA-Radikal aber nur ein ein-Elektronen-Oxidationsmittel ist, muss ein 
weiterer ein-Elektronenakzeptor an der Reaktion beteiligt sein. Grove et al. schlugen dafür ei-
nen der zusätzlich gebundenen [4Fe-4S]-Cluster vor. Nachdem durch weitere Studien gezeigt 
werden konnte, dass die SAM-Spaltungsaktivität des Enzyms ohne Protein- bzw. Peptidsubstrat 
drastisch abnimmt, wenn jeweils die Cysteine eines der weiteren [4Fe-4S]-Cluster-Bindungs-
motive gegen Alanine ausgetauscht werden, wurde ein Mechanismus der Reaktion vorgeschla-
gen (Abbildung 1.42b). Es wird aktuell angenommen, dass einer der zwei zusätzlich gebunde-
nen [4Fe-4S]-Cluster für die Koordinierung des Peptidsubstrats und die anschließende ein-
Elektronenoxidation verantwortlich ist. Der zweite zusätzlich gebundene Fe/S-Cluster transpor-
tiert das durch den anderen Fe/S-Cluster aufgenommene Elektron auf den für die SAM-Spalt-
ung benötigten [4Fe-4S]-Cluster zurück. Das Enzym wäre demnach in der Lage, sich selbst zu 
regenerieren und müsste nur einmal mit Hilfe eines externen Reduktionsmittels aktiviert werden. 
Die verminderte SAM-Spaltungsaktivität der AtsB-Alaninmutanten sprechen für diesen Mecha-
nismus. 
 
 
Abbildung 1.42: Übersicht über die von AtsB katalysierte Reaktion. (A) Reaktionsgleichung der vom Radical SAM 
Enzym AtsB katalysierten zwei-Elektronenoxidation einer Thiol- oder Hydroxylfunktion. (B) Reaktionsmechanismus 
der Reaktion. Wie bei MiaB, RimO und BtrN dient der zweite [4Fe-4S]-Cluster neben dem 5’-dA-Radikal als zweites 
ein-Elektronenoxidationsmittel. 
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1.4 Aufgabenstellung 
Ziel dieser Doktorarbeit war es die Enzyme, die an der Thioetherbrückenbildung in Subtilosin A 
und dem Sporulation Killing Factor beteiligt sind, zu charakterisieren und den Mechanismus der 
Reaktion zu erforschen. 
Dazu sollten zunächst die Proteine AlbA und SkfB als Radical SAM Enzyme charakterisiert 
werden. Durch UV-Vis- und EPR-spektroskopische Untersuchungen von AlbA und SkfB sowie 
von AlbA- und SkfB-Varianten sollte die Existenz zweier [4Fe-4S]-Cluster, die in den Diplomar-
beiten von Michael Gattner (Gattner, 2010) und Leif Flühe (Flühe, 2010) schon vermutet wurde, 
bewiesen werden.  
Anschließend sollte gezeigt werden, dass AlbA für die Biosynthese der Thioetherbrücken in 
Subtilosin A und SkfB für die Biosynthese der Thioetherbrücken in SKF verantwortlich ist. Durch 
heterolog expremiertes SkfA sollte zusätzlich die Substratspezifität bezüglich der Donor- und 
Akzeptoraminosäure in der SkfB katalysierten Reakton untersucht werden. Mit Hilfe von UV-Vis-
Interaktionsstudien und Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit AlbA- und SkfB-Varianten sollte 
die Funktion der zweiten in den Enzymen gebundenen [4Fe-4S]-Cluster herausgefunden wer-
den. Ebenfalls sollte der Einfluss des jeweiligen Leaderpeptids auf die Reaktion untersucht wer-
den. 
Auf Grundlage der erzielten Ergebnisse sollten die postulierten Biosynthesen von Subtilosin A 
und SKF überarbeitet werden. Darüber hinaus sollte ein plausibler Mechanismus für die Gene-
rierung der Thioetherbrücken in Sactipeptiden vorgeschlagen werden. Abschließend sollte 
durch Genomic Mining weitere Sactipeptid produzierende Gencluster identifiziert werden. 
Die baut die Arbeit direkt auf den Ergebnissen, die in der der Diplomarbeit von Leif Flühe (Flü-
he, 2010) erzielt wurden, auf. 
 
MATERIALIEN 
 48 
2.  Materialien 
2.1 Geräte 
Tabelle 2.1: Überblick über die verwendeten Geräte einschließlich Hersteller und genauer Typenbezeichnung. 
Gerät Hersteller und Typenbezeichnung 
Anaerobes Zelt Coy Lab Products Type A and B Anaerobic 
Chamber 
Analysewaage Sartorius 
Autoklav Tuttnauer 5075 ELV 
Federgari Autoclavi SPA FVA3/A1 
Anaerobisierungssystem Eigenbau Albert-Ludwig-Universität Freiburg 
Brutschrank Köttermann 2736 
Clean-Bench Antair BSK 
Dokumentationsgerät für DNA-
Agarosegele und SDS-
Polyacrylamidgele 
Cybertech CS1 Videokamera 
Mitsubishi Video Copy Processor Thermodru-
cker 
Elektrophoreseanlagen Agarosegelkammer (hergestellt von der Phi-
lipps-Universität Marburg) 
BioRad MiniProtean 3 Gelkammer 
Elektroporationspulser BioRad Gene Pulser II Electroporator 
EPR-Spektrometer Bruker ESP 300E 
FPLC-Anlage Amersham Pharmacia FPLC-System 250: 
Gradienten-Programmer GP-250, Pumpen P-
500, Uvicord Optische Einheit UV-1 
(λ = 280 nm), Uvicord Kontrolleinheit UV-1, 
Injektionsventil V-7, 2-Kanal Flachbrettschrei-
ber REC-102, 3-Wege Magnetventil PSV-100, 
Fraktionskollektor FRAC-1000 
Äkta Purifier 900 FPLC-System: Box 900, 
pH/C 900, UV-900, P-900, Frac-900 
French-Press SLM Aminco French Pressure Cell Press 5.1 
Thermo Spectronic Standard Cell 40 KP 
LTQ-FT-ICR-Massenspektrometer Thermo Fischer Scientific 
Gefriertrocknungssystem Christ-Alpha 2-4 LSC 
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Gerät Hersteller und Typenbezeichnung 
Heizschüttler Eppendorf Thermomixer Comfort 
HPLC-Anlage Agilent Series 1100/1200 HPLC-System: quar-
täre Pumpe G1311A, Fraktionskollektor 
G1364A, Thermostat G1330B, UV Detek-
toreinheit G1314C, Säulentemperaturre-
geleinheit G1316A, Autosampler G1367A 
Luftschüttler New Brunswick Scientific Series 25 Incubator 
Shaker 
New Brunswick Scientific Innova 4300 Incuba-
tor Shaker 
pH-meter Schott CG 840 
Photometer Pharmacia Biotech Ultraspec 3000 
Thermo Scientific Nanodrop 1000 
Pipetten Eppendorf Reference Serie 
Speed-Vac Eppendorf Concentrator 5301 
Thermocycler Eppendorf Mastercycler Personal 
Vortexer Scientific Industries Vortex Genie 2 
Wasser-Deionisierungsanlage Seral Seralpur Pro90CN 
Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5415D 
Heraeus Biofuge Pico 
Heraeus Megafuge 1.0R 
Sorvall RC-5B Plus (SLA-3000, SLC-4000) 
Sorvall RC 6+ (F21S-8x50y) 
 
2.2 Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialien 
Nicht in Tabelle 2.2 aufgeführte Chemikalien wurden von Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutsch-
land) in p.a. Qualität erworben. 
Tabelle 2.2: Zusammenfassung der verwendeten Chemikalien, Enzyme und Verbrauchsmaterialen 
Hersteller (Vertriebsort) Produkt 
Applichem (Darmstadt, Deutschland) Ampicillin, Kanamycin, IPTG, Hefeextrakt, 
Comassie Brilliant Blue G und R250, Agar 
Nr.1, Dithiothreitol  
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Hersteller (Vertriebsort) Produkt 
Brand (Wertheim, Deutschland) Einmalküvetten Plastbrand PS 
Carl Roth GmbH (Karlsruhe) Tris, Hepes 
Deutsche Sammlung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen (Braunschweig, 
Deutschland) 
Paenibacillus larvae DNA (DSM 7030) 
Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 1.5 und 2.0 mL Reaktionsgefäße 
Eurogentech (Seraing, Belgien) Agarose, Elektroporationsküvetten 
GATC (Konstanz, Deutschland) DNA-Sequenzierung 
GE Healthcare (Freiburg, Deutschland) HiLoad 16/60 Superdex 200 prep grade, Hi-
Load 26/10 Q Sepharose High performance, 
HiPrep 26/10 Desalting, Superdex 200 10/300 
Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) E. coli BL21 (DE3), E. coli TOP10 
Macherey-Nagel (Düren, Deutschland) 125/2 Nucleodur 100-3 C18ec, 250/12 Nu-
cleodur C18ec, 250/4.6 Nucleodur C18 HTec  
Merck (Darmstadt, Deutschland) L-Methionin, pET-28a(+), pET-48b(+) 
Millipore (Bilerica, MA, USA) Dialysemembran (Porengröße: 25 nm), 
Amicon Ultra-15 Konzentratoren 
New England Biolabs (Frankfurt am 
Main, Deutschland 
Phusion DNA-Polymerase, Desoxyribonukleo-
tide, 100 bp-DNA-Ladder, 1 kb-DNA-Ladder, 
Proteinmarker, Restriktionsendonukleasen 
Phenomenex (Torrance, CA, USA) Jupiter 5u C4 300A 150x2.00 mm 5µm 
PSL GmbH (Heidelberg, Deutschland) Vorläuferpeptide 
Qiagen (Hilden, Deutschland) QIAprep spin Miniprep Kit, QIAquick Gel 
Extraction Kit, QIAquick PCR Purification Kit, 
Ni2+-NTA-Agarose, Kristallisationsscreens 
Sarstedt (Nümbrecht, Deutschland) Pipettenspitzen, Falcon Tubes (15 und 50 mL) 
Serva (Heidelberg, Deutschland) Bromphenolbau, Triton-X 
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) Amberlite XAD16, Carboxypeptidasen, Oligo-
nukleotide, Thermolysin 
Thermo Scientific (Waltham, MA, USA) Hypercarb 100x2.1 mm 5µm 
VWR (Darmstadt, Deutschland) Sterilfilter (Porengröße: 200 nm) 
Wilmad-Labglass (Vineland, NJ, USA) 4mm CFQ Non-Precision EPR Tube 
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2.3 Oligonukleotide 
Die, in dieser Arbeit verwendeten, Oligonukleotid-Primer sind in Tabelle 2.3 zusammengefasst. 
Sie wurden entweder zur Amplifikation von Zielgenen oder zur spezifischen Mutagenese dieser 
verwendet. 
Tabelle 2.3: Übersicht über die in den Polymerasekettenreaktionen verwendeten Primern. Restriktionsenzymschnitt-
stellen sind unterstrichen. 
Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
LF055 (A1) GTG CGT CAG TTC 
AAA GGT GGC GTG 
CAG 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C129A, 
C133A,C136A2 
LF057 (B1) TTG GAA AGC TCA 
CCT GAA GCG CTC 
GG 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C129A, 
C133A,C136A2 
LF056 (B2) ATA AGC GTG GGC 
GGC TTT CAA ATT 
AGC GCG GTG CGT 
CAG TTC AAA GGT 
GGC 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C129A 
C133A C136A 
LF058 (A2) CGC GCT AAT TTG 
AAA GCC GCC CAC 
GCT TAT TTG GAA 
AGC TCA CCT GAA 
GCG 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C129A 
C133A C136A 
LF065 (B2) ATA ACA GTG GGC 
GCA TTT CAA ATT 
AGC GCG GTG CGT 
CAG TTC AAA GGT 
GGC 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C129A 
LF066 (A2) CGC GCT AAT TTG 
AAA TGC GCC CAC 
TGT TAT TTG GAA 
AGC TCA CCT GAA 
GCG 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C129A 
LF067 (B2) ATA ACA GTG GGC 
GGC TTT CAA ATT 
ACA GCG GTG CGT 
CAG TTC AAA GGT 
GGC 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C133A 
LF068 (A2) CGC TGT AAT TTG 
AAA GCC GCC CAC 
TGT TAT TTG GAA 
AGC TCA CCT GAA 
GCG 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C133A 
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Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
LF069 (B2) ATA AGC GTG GGC 
GCA TTT CAA ATT 
ACA GCG GTG CGT 
CAG TTC AAA GGT 
GGC 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C136A 
LF070 (A2) CGC TGT AAT TTG 
AAA TGC GCC CAC 
GCT TAT TTG GAA 
AGC TCA CCT GAA 
GCG 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_136A 
LF071 (A1) TAC TTA AAA GGG 
CTG AAC TCT AAC 
AAA TAT CAC CGG 
AAA AAC 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C408A 
C414A C417A 
LF073 (B1) TTT GTC TTT CAT 
GCA ATG TTC GCT 
GAA CCG C 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C408A 
C414A C417A 
LF072 (B2) GCC CCG TTC AGC 
GGC TAT GCC GGA 
GGC GCT TAC TTA 
AAA GGG CTG AAC 
TCT AAC AAA TAT 
CAC CGG AAA AAC 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C408A 
C414A C417A 
LF074 (A2) ACC GCC TCC GGC 
ATA GCC GCT GAA 
CGG GGC TTT GTC 
TTT CAT GCA ATG 
TTC GCT GAA CCG C 
SLIM Mutagenese1 pETM-10 albA_C408A 
C414A C417A 
LF088 (A1) CTA GTG GAC GGT 
CCT ATC CCT GAT 
TTT G 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C4S,C7S, 
C13S,C13A2 
LF089 (B1) ACC TTT GTT TTC 
TAC AAT GAC AGC 
TTT TTT C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C4S,C7S, 
C13S,C13A2 
LF090 (A2) ACA AGC GGC TCC 
GAT CGA GCA TGT 
TGC AGA ACC TTT 
GTT TTC TAC AAT 
GAC AGC TTT TTT C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C4S 
LF091 (B2) TCT GCA ACA TGC 
TCG ATC GGA GCC 
GCT TGT CTA GTG 
GAC GGT CCT ATC 
CCT GAT TTT G 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C4S 
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Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
LF092 (A2) ACA AGC GGC TCC 
GAT CGA GGA TGT 
TGC ACA ACC TTT 
GTT TTC TAC AAT 
GAC AGC TTT TTT C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C7S 
LF093 (B2) TGT GCA ACA TCC 
TCG ATC GGA GCC 
GCT TGT CTA GTG 
GAC GGT CCT ATC 
CCT GAT TTT G 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C7S 
 
LF094 (A2) 
AGA AGC GGC TCC 
GAT CGA GCA TGT 
TGC ACA ACC TTT 
GTT TTC TAC AAT 
GAC AGC TTT TTT C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C13S 
LF095 (B2) TGT GCA ACA TGC 
TCG ATC GGA GCC 
GCT TCT CTA GTG 
GAC GGT CCT ATC 
CCT GAT TTT G 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C13S 
LF104 (A2) AGC AGC GGC TCC 
GAT CGA GCA TGT 
TGC ACA ACC TTT 
GTT TTC TAC AAT 
GAC AGC TTT TTT C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C13A 
LF105 (B2) TGT GCA ACA TGC 
TCG ATC GGA GCC 
GCT GCT CTA GTG 
GAC GGT CCT ATC 
CCT GAT TTT G 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_C13A 
LF096 (A1) GGT CTA TGG GGG 
TAA GCA TGC AAG C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_F22A,T28A, 
F31A,T28S,T28V, 
F22Y2 
LF097 (B1) ATC AGG GAT AGG 
ACC GTC CAC TAG 
AC 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_F22A,T28A, 
F31A,T28S,T28V, 
F22Y2 
LF098 (A2) GAA TAG ACC TGT 
TGC ACC GGC AAT 
TTC AGC ATC AGG 
GAT AGG ACC GTC 
CAC TAG AC 
 
 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_F22A 
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Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
LF099 (B2) GCT GAA ATT GCC 
GGT GCA ACA GGT 
CTA TTC GGT CTA 
TGG GGG TAA GCA 
TGC AAG C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_F22A 
LF100 (A2) GAA TAG ACC TGC 
TGC ACC GGC AAT 
TTC AAA ATC AGG 
GAT AGG ACC GTC 
CAC TAG AC 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_T28A 
LF101 (B2) TTT GAA ATT GCC 
GGT GCA GCA GGT 
CTA TTC GGT CTA 
TGG GGG TAA GCA 
TGC AAG C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_T28A 
LF102 (A2) GGC TAG ACC TGT 
TGC ACC GGC AAT 
TTC AAA ATC AGG 
GAT AGG ACC GTC 
CAC TAG AC 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_F31A 
LF103 (B2) TTT GAA ATT GCC 
GGT GCA ACA GGT 
CTA GCC GGT CTA 
TGG GGG TAA GCA 
TGC AAG C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_F31A 
LF106 (A2) GAA TAG ACC AGC 
TGC ACC GGC AAT 
TTC AAA ATC AGG 
GAT AGG ACC GTC 
CAC TAG AC 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_T28S 
LF107 (B2) TTT GAA ATT GCC 
GGT GCA GCT GGT 
CTA TTC GGT CTA 
TGG GGG TAA GCA 
TGC AAG C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_T28S 
LF108 (A2) GAA TAG ACC GTC 
TGC ACC GGC AAT 
TTC AAA ATC AGG 
GAT AGG ACC GTC 
CAC TAG AC 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_T28V 
LF109 (B2) TTT GAA ATT GCC 
GGT GCA GAC GGT 
CTA TTC GGT CTA 
TGG GGG TAA GCA 
TGC AAG C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_T28V 
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Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
LF110 (A2) GAA TAG ACC TGT 
TGC ACC GGC AAT 
TTC TAC ATC AGG 
GAT AGG ACC GTC 
CAC TAG AC 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_F22Y 
LF110 (B2) GTA GAA ATT GCC 
GGT GCA ACA GGT 
CTA TTC GGT CTA 
TGG GGG TAA GCA 
TGC AAG C 
SLIM Mutagenese1 pDG-148 sboA_F22Y 
LF007 CGG CTC CGA TCG 
AGC ATG TTG 
Round-the-Horn-
Mutagenese1,3 
pDG-148 sboA_C8A 
LF011 CT TGT CTA GTG 
GCA GGT CCT ATC 
CCT GAT TTT C 
Round-the-Horn-
Mutagenese1,3 
pDG-148 sboA_C8A 
LF051 (A1) ATT TGT CAA CTG 
TAA GGT ACA ACT 
AAT AGG TAA ATA 
TGA ATC 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB_C117A 
C121A C124A 
LF053 (B1) GCC AGC TCA GGT 
AAA CCA TAT CCT 
GAG GAA TTA TC 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB_C117A 
C121A C124A 
LF052 (B2) ATA GGC AAA CGA 
AGC GCT TAA ATT 
AGC AGC ATT TGT 
CAA CTG TAA GGT 
ACA ACT AAT AGG 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB_C117A 
C121A C124A 
LF054 (A2) GCT GCT AAT TTA 
AGC GCT TCG TTT 
GCC TAT GCC AGC 
TCA GGT AAA CCA 
TAT CCT G 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB_C117A 
C121A C124A 
LF116 (A1) ATA GGG AAA ATT 
GAG CTA TCT GAA 
CCG GAC 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB_C380A 
C385A C387A 
LF118 (B1) TTT TAA CTG AAG 
CAA ACG AGC AGG 
TG 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB_C380A 
C385A C387A 
LF117 (B2) GCT GAA GCA AAA 
AAT GCT AAA GCC 
ATA GGG AAA ATT 
GAG CTA TCT GAA 
CCG GAC 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB_C380A 
C385A C387A 
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Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
LF119 (A2) GGC TTT AGC ATT 
TTT TGC TTC AGC 
TTT TAA CTG AAG 
CAA ACG AGC AGG 
TG 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB_C380A 
C385A C387A 
Mo005 (A1) ATG TCA TAT GAT 
CGT GTT AAA GAT 
TTT GAT TTG CCA G 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB, skfB_C380A 
C385A C387A, 
skfB_C117A 
C121A C124A3 
Mo007 (B1) ACC AGT CAT GCT 
AGC CAT ATG GCT 
GC 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB, skfB_C380A 
C385A C387A, 
skfB_C117A 
C121A C124A3 
Mo006 (B2) CTC GAG GTC CTC 
TTC CAG GGG CCT 
ATG TCA TAT GAT 
CGT GTT AAA GAT 
TTT GAT TTG CCA G 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB, skfB_C380A 
C385A C387A, 
skfB_C117A 
C121A C124A2 
Mo008 (A2) AGG CCC CTG GAA 
GAG GAC CTC GAG 
ACC AGT CAT GCT 
AGC CAT ATG GCT 
GC 
SLIM Mutagenese1 pET-28a(+) skfB, skfB_C380A 
C385A C387A, 
skfB_C117A 
C121A C124A2 
LF079 TAT ATA GGT ACC 
TT ATG AAA AGA 
AAC CAA AAA GAA 
TGG GAA TCT GTG 
AGT AAA AAA G 
KpnI pET-48b(+) skfA 
LF044 TAT ATA CTC GAG 
TTA AAT AGC TCT 
CAT AGC AGG ATG 
CGG AAG 
XhoI pET-48b(+) skfA 
LF112 (A1) AGC CGC GGA GTG 
ATG GTG ATG 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV 
LF115 (B1) ATG AAA AGA AAC 
CAA AAA GAA TGG 
GAA TCT GTG 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV 
LF113 (A2) GAG GAC TTG TAT 
TTT CAG TCT ATG 
AAA AGA AAC CAA 
AAA GAA TGG GAA 
TCT GTG 
 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV 
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Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
LF114 (B2) AGA CTG AAA ATA 
CAA GTC CTC AGC 
CGC GGA GTG ATG 
GTG ATG 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV 
LF120 (A1) ACA CGT GTT TGT 
GCA CTT CCG CAT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C4S, 
C4A, M12A,M12S, 
M12T,M12N,M12F 
M12Y,M12,M12Q 
M12L,M12E,M12K 
C4M M12C2 
LF121 (B1) GCC CAT GCA GCC 
AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C4S, 
C4A, M12A,M12S 
M12T,M12N,M12F 
M12Y,M12,M12Q 
M12L,M12E,M12K 
C4M M12C2 
LF122 (A2) CAT AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
AGA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C4S 
LF123 (B2) TCT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
ATG ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C4S 
LF124 (A2) CAT AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
TGC GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C4A 
LF125 (B2) GCA TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
ATG ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C4A 
LF126 (A2) ACA AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
CAT GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C4M 
M12C 
LF127 (B2) ATG TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
TGT ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C4M 
M12C 
LF128 (A2) TGC AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12A 
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Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
LF129 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
GCA ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12A 
LF130 (A2) AGA AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12S 
LF131 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
TCT ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12S 
LF132 (A2) TGT AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12T 
LF133 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
ACA ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12T 
LF134 (A2) ATT AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12N 
LF135 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
AAT ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12N 
LF136 (A2) ATA AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12Y 
LF137 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
TAT ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12Y 
LF138 (A2) GAA AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
 
 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12F 
MATERIALIEN 
 59 
Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
LF139 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
TTC ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12F 
LF140 (A2) TTG AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12Q 
LF141 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
CAA ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12Q 
LF142 (A2) TTT AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12K 
LF143 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
AAA ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12K 
LF144 (A2) TTC AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12E 
LF145 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
GAA ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12E 
LF146 (A2) TAA AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GCA 
GCC AGC AGC TTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12L 
LF147 (B2) TGT TGG GCC TCG 
AAG AGT ATT GCT 
TTA ACA CGT GTT 
TGT GCA CTT C 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_M12L 
Mo001 (A1) GCA CTT CCG CAT 
CCT GCT ATG AGA G 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C1S 
C16S 
Mo002 (B1) GCC AGC AGC TTT 
CAC AAT CGA AGT 
ACC 
 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C1S 
C16S 
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Primername Oligonukleotidsequenz Restriktionsenzym Vektor Zielgen 
Mo003 (A2) AGA AAC ACG TGT 
CAT AGC AAT ACT 
CTT CGA GGC CCA 
ACA GCC CAT GGA 
GCC AGC AGC TTT 
CAC AAT CGA AGT 
ACC 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C1S 
C16S 
Mo004 (B2) TCC ATG GGC TGT 
TGG GCC TCG AAG 
AGT ATT GCT ATG 
ACA CGT GTT TCT 
GCA CTT CCG CAT 
CCT GCT ATG AGA G 
SLIM Mutagenese1 pET-48b(+) skfA_TEV_C1S 
C16S 
LF082 ATA TAT GGA TCC 
ATG TCT AAT CAT 
AAT GTC CGT AAT 
GAA CCT GCC CAA 
TGT C 
BamHI pX lvn_cluster 
LF083 ATA TAT GGA TCC 
CTA ATT GCC GCT 
TTT AAC TGG AGC 
CAA AAT AG 
BamHI pX lvn_cluster 
1Oligonukleotide die für die Mutagense verwendet wurden besitzen keine Restriktionsenzymschnittstellen. 2Hierbei 
handelt es sich um die „kurzen“ SLIM-Mutagenese-Primer, die für verschiedene Konstrukte (getrennt durch ein 
„Komma“) verwendet worden sind. 3Oligonukleotide für die Round-the-Horn-Mutagenese waren am 5´-Ende phos-
phoryliert. 
2.4 Vektoren 
2.4.1 pDG148 
Beim pDG148-Vektor (Stragier et al., 1988) handelt es 
sich um einen Shuttlevektor, der über die zwei Replika-
tionsursprünge pBR322 und pUB110 verfügt und sich 
daher sowohl in B. subtilis wie auch in E. coli autonom 
repliziert. Der Vektor verfügt über drei Antibiotikaresis-
tenzgene, von denen eins in E. coli (Ampicillin-Resis-
tenz) und zwei in B. subtilis (Kanamycin- und Phleomy-
cin- Resistenz) exprimiert werden und als Selektions-
marker verwendet werden können. Zur Klonierung der 
Zielkonstrukte wurden E. coli TOP10-Kulturen verwen-
det. In B. subtilis steht die Regulation des klonierten 
Gens unter Kontrolle des lac-Operators. Dessen Ex-
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Abbildung 2.1: Physikalische Karte des 
pDG148-Shuttlevektors. 
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pression kann daher durch Zugabe von IPTG induziert werden. Der pDG148-Vektor wurde zur 
homologen Expression von Subtilosin A-Varianten verwendet. Als Expressionsstamm wurde B. 
subtilis 168 verwendet. 
2.4.2 pET-28a(+) 
Der Expressionvektor pET-28a(+) (Novagen) ermög-
licht die Expression von rekombinanten Proteinen mit 
N- und C-terminalen His-Tag. Das klonierte Gen steht 
unter der Kontrolle des lac-Operators und des T7-
Promoters. In E. coli-Stämmen, die über die T7-RNA-
Polymerase verfügen, kann daher die Expression des 
Gens unter Zugabe von IPTG induziert werden. Des 
Weiteren verfügt der Vektor über das Kanamycinresis-
tenzgenz kanR, weshalb Kanamycin als Selektrions-
marker verwendet werden. Der pET-28a(+)-Vektor 
wurde zur Expression des Radical SAM Enzyms SkfB 
verwendet. Als Expressionsstamm wurde E. coli BL21 
(DE3) verwendet. 
2.4.3 pET-48b(+) 
Der Expressionsvektor pET-48b(+) (Novagen) ermög-
licht die Expression von rekombinanten Proteinen als 
Thioredoxin-Fusion. Der N-terminale Thioredoxinrest 
kann zur Erhöhung der Löslichkeit heterolog expri-
mierter Proteine führen (LaVallie et al., 1993; Stoll et 
al., 1998; Wilkinson et al., 1995). Zusätzlich eignet er 
sich besonders für die Expression von kleinen Protei-
nen und Peptiden, die wegen ihrer nicht vorhandenen 
Sekundärstruktur natürlicherweise proteaselabil sind. 
Durch den fusionierten Thioredoxinrest werden sie vor 
proteolytischem Abbau geschützt. Des Weiteren ver-
fügen die rekombinat hergestellten Proteine über ei-
nen His-Tag, können also per Ni-NTA-Affinitätschro-
matographie gereinigt werden. Als Selektionsmarker kann Kanamycin verwendet werden, da 
der Vektor über das Kanamycinresistenzgen kanR verfügt. Der pET-48b(+)-Vektor wurde zur 
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Abbildung 2.2: Physikalische Karte des 
pET-28a(+) Expressionsvektors. 
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Abbildung 2.3: Physikalische Karte des 
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Expression des SKF Vorläuferpeptids SkfA verwendet. Als Expressionsstamm wurde E. coli 
BL21 (DE3) verwendet. 
2.4.4 pETM-10 
Der Expressionsvektor pETM-10 (EMBL) ermöglicht die 
Expression von Proteinen mit N-terminalem His- und 
EFH-Tag. Das klonierte Gen steht unter Kontrolle eines 
T7-Promoters und lac-Operators. Dessen Expression 
kann daher durch Zugabe von IPTG in E. coli-Stämmen, 
die über die T7-RNA-Polymerase verfügen, induziert 
werden. Darüberhinaus ist auf dem Vektor das Ka-
namycin-Resistenzgen kanR codiert. Der pETM-10-
Vektor wurde zur Expression des Radical SAM Enzyms 
AlbA verwendet. Als Expressionsstamm wurde E. coli 
BL21 (DE3) verwendet. 
2.4.5 pX 
Beim pX-Vektor (Kim et al., 1996) handelt es sich um 
einen Integrationsvektor für B. subtilis. Der Vektor verfügt 
über flankierende Bereiche innerhalb der amy-site von B. 
subtilis, daher können auf dem Vektor klonierte Gene 
direkt in dessen chromosomale DNA integriert werden. 
Innerhalb der übertragenden DNA-Sequenz liegen die 
Gene für den XylR-Regulator und die Chloramphenicol-
resistenz. Die Expression des klonierten Gens kann da-
her über die Zugabe von Xylose induziert werden. Des 
Weiteren verfügt der pX-Vektor auch über einen Replika-
tionsursprung für E. coli, das deshalb zur Klonierung der 
Zielkonstrukte verwendet werden kann. Als Selektions-
marker kann in E. coli-Kulturen Ampicillin verwendet 
werden, da der Vektor zusätzlich über ein Ampicillinresis-
tenzgen verfügt. Der pX-Vektor sollte zur Klonierung ei-
nes Genclusters aus Paenibacillus larvae verwendet 
werden. 
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Abbildung 2.5: Physikalische Karte des 
pX Integrationsvektors. 
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2.5 Mikroorganismen 
2.5.1 Bacillus subtilis 168 
Bei Bacillus subtilis 168 handelt es sich um ein begeißeltes Gram-positives Bakterium, das den 
Genotyp trpC2 sfp0 besitzt und daher Tryptophan auxotroph ist. Es ist der natürliche Produzent 
von Subtilosin A und dem Sporulation Killing Factor. In dieser Arbeit wurde es zur Extraktion 
chromosomaler DNA und zur Naturstoffextraktion homolog produzierter Subtilosin A-Varianten 
kultiviert. 
2.5.2 Escherichia coli BL21 (DE3) 
Der E. coli BL21 (DE3)-Stamm mit dem Genotyp F- ompT gal dcm lon hsdSB(rB-mB-) λ(DE3) 
wurde zur heterologen Expression von rekombinanten Proteinen verwendet. Die Halbwertszeit 
der exprimierten Proteine wird durch den Gen-Knockout der Lon- und OmpT-Protease erhöht, 
wodurch höhere Proteinausbeuten ermöglicht werden. Darüberhinaus verfügt der Stamm über 
eine Insertion innerhalb des int-Gens, die den lacUV5-Promoter, das lacI-Gen und das Gen für 
die T7 RNA-Polymerase trägt. Dadurch ist es erst möglich, die Expression von plasmidkodierten 
Genen, die unter Kontrolle eines T7-Promoters stehen, unter Zugabe von IPTG zu induzieren. 
2.5.3 Escherichia coli TOP10 
Der E.coli TOP10-Stamm besitzt den Genotyp F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) ɸ80lacZ∆M15 
∆lacX74 recA1 araD139 ∆(ara-leu)7697 galU galK rpsL(StrR) endA1 nupG λ- und wurde für Klo-
nierungszwecke entwickelt. Zusätzlich zu dieser Funktion wurde er auch zur Amplifikation von 
Plasmid-DNA für die Sequenzierung verwendet. 
2.5.4 Paenibacillus larvae subsp. larvae BRL-230010 
Bei Paenibacillius larvae subsp. larvae BRL-230010 handelt es sich um ein begeißeltes Gram-
positives Bakterium (Qin et al., 2006). Obwohl es als S1-Organismus deklariert ist, besitzt es 
eine hohe Pathogenität gegen Bienen und ist der Verursacher der amerikanischen Faulbrut 
(Brodsgaard et al., 1998). Es besitzt einen Gencluster, der eine hohe Homologie zum skf-
Operon von B. subtilis 168 aufweist. 
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2.6 Kulturmedien 
2.6.1 LB-Medium 
Das lysogeny-broth (LB) Medium (Bertani, 1951) wurde für die Kultivierung aller in dieser Arbeit 
verwendeten B. subtilis wie auch E. coli-Spezies verwendet. Eine genaue Zusammensetzung 
findet sich in Tabelle 2.4. 
 
Tabelle 2.4: Zusammensetzung des verwendeten LB-Mediums. Der pH-Wert wurde auf pH 7 eingestellt. Für die 
Herstellung von Agarplatten wurden 1.5% (w/v) Agar No.1 hinzugefügt. 
Komponente Konzentration 
Hefeextrakt 5 g/L 
Bactotrypton 10 g/L 
Natriumchlorid 5 g/L 
 
2.6.2 HS- und LS-Medium 
Das HS- und LS-Medium wurde verwendet um kompetente Bacillus subtilis 168-Spezies zu 
generieren. Die Zusammensetzungen der Medien sind in Tabelle 2.5 bis 2.7 zusammengefasst. 
 
Tabelle 2.5: Zusammensetzung von 100 mL HS-Medium.  
Komponente Volumen 
10x S-Base 10 mL 
50% (w/v) Glucose 1 mL 
10% (w/v) Hefeextrakt 1 mL 
2% (w/v) Caseinhydrolysat 1 mL 
8% (w/v) Arginin 10 mL 
0.4% (w/v) Histidin 10 mL 
0.5% (w/v) Tryptophan 1 mL 
ddH2O ad 100 mL 
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Tabelle 2.6: Zusammensetzung der 10x S-Base. 
Komponente Konzentration 
(NH4)SO4 20 g/L 
K2HPO4・3 H2O 140 g/L 
KH2PO4 60 g/L 
Trinatriumcitrat・2 H2O 10 g/L 
MgSO4 0.12 g/L 
 
Tabelle 2.7: Zusammensetzung von 100 mL LS-Medium.  
Komponente Volumen 
10x S-Base 10 mL 
50% (w/v) Glucose 1 mL 
10% (w/v) Hefeextrakt 1 mL 
2% (w/v) Caseinhydrolysat 0.5 mL 
50 mM Spermin 1 mL 
1 M MgCl2 0.25 mL 
0.5% (w/v) Tryptophan 1 mL 
ddH2O ad 100 mL 
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3. Methoden 
3.1 Molekularbiologische Methoden 
3.1.1 Präparation chromosomaler DNA aus B. subtilis 168 
Für die Präparation chromosomaler DNA wurden zunächst 4 mL einer B. subtilis 168-Über-
nachtkultur (LB-Medium) durch Zentrifugation (5 min; 13200 rpm; RT) pelletiert. Das erhaltene 
Zellpellet wurde mit 1 mL ddH2O gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in 500 µL Lyse-
puffer [100 mM Tris/HCl; 50 mM EDTA; 1% (w/v) SDS; pH 8.0] resuspendiert. Es wurden bis zu 
einem Volumen von 1.25 mL in Säure gewaschene Glasperlen hinzugefügt und für 2 min vorte-
xiert. Anschließend wurde die flüssige Phase in ein neues 1.5 mL-Reaktionsgefäß überführt und 
mit 275 µL einer 7 M Ammoniumacetatlösung [pH 7.0] versetzt. Die erhaltene Suspension wur-
de 5 min bei RT und 5 min auf Eis inkubiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 
500 µL Chloroform und es wurde für 30 s vortexiert. Nach erneuter Zentrifugation (5 min; 
13200 rpm; RT) trennten sich organische- und wässrige-Phase. Die wässrige-Phase (oben) 
wurde in ein neues 1.5 mL-Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von 1 mL Isopropanol wur-
de die Lösung 5 min bei RT inkubiert und anschließend zentrifugiert (5 min; 13200 rpm; RT), 
wobei sich ein Pellet aus chromosomaler DNA bildete. Der Überstand wurde daher verworfen 
und das Pellet mit 70% aq Ethanol (100 µL) gewaschen, getrocknet und abschließend in 
50 µL ddH2O gelöst. Die Lagerung der Lösung erfolgte bei – 26 °C. 
3.1.2 Präparation von Plasmid-DNA aus E. coli 
Für die Plasmidpräparation wurden zunächst 5 mL LB-Medium (versetzt mit zu dem verwende-
ten Plasmid passendem Antibiotikum) mit einer E. coli-Einzelkolonie inokuliert und über Nacht 
inkubiert (37 °C; 220 rpm). Anschließend wurden 4 mL der ÜNK in einem 2 mL-Reaktionsgefäß 
durch Zentrifugation (5 min; 13200 rpm; RT) pelletiert. 
3.1.2.1 Quick and Dirty Plasmidpräparation  
Für die Quick and Dirty-Plasmidpräparation (Birnboim and Doly, 1979) wurde das erhaltende 
Zellpellet in 300 µL Puffer P1 [50 mM Tris/HCl; 10 mM EDTA; 100 µg/mL RNAse A; pH 8.0] 
resuspendiert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 300 µL Puffer P2 [200 mM NaOH; 
1% (w/v) SDS]. Die Komponenten wurden durch kurzes invertieren des Reaktionsgefäßes ge-
mischt und 5 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 300 µL Puffer P3 
[2.55 M KOAc; pH 4.8]. Die Komponenten wurden erneut durch mehrmaliges Invertieren des 
Reaktionsgefäßes gemischt und 10 min auf Eis inkubiert. Nach anschließender Zentrifugation 
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(10 min; 13200 rpm; RT) wurde der Überstand in ein 1.5 mL-Reaktionsgefäß überführt, mit 
600 µL Isopropanol versetzt und es wurde erneut zentrifugiert (30 min; 13200 rpm; 4 °C). Dabei 
bildete sich ein Pellet aus Plasmid-DNA, das, nachdem der Überstand verworfen wurde, mit 
70% aq. Ethanol gewaschen, bei 37 °C getrocknet und in 50 µL EB-Puffer [10 mM Tris/HCl; 
pH 8.0] gelöst wurde. Die Lagerung der Lösung erfolgte bei -26 °C. 
3.1.2.2 GenEluteTM HP Plasmid Miniprep Kit 
Das GenEluteTM HP Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) wurde verwendet um Plasmid-DNA 
hoher Reinheit für z. B. die Sequenzierung zu gewinnen. Hierbei wurde das Zellpellet laut den 
Herstellerangaben verarbeitet. Die Lagerung der erhaltenen DNA-Lösung erfolgte bei -26 °C. 
3.1.3 Herstellung von Expressionskonstrukten 
Die Herstellung von Expressionskonstrukten erfolgte nach molekularbiologischen Standardme-
thoden (Maniatis et al., 1989). Im ersten Schritt erfolgte die Amplifikation der zu klonierenden 
Gene mittels PCR unter Verwendung der Phusion-Polymerase (New England Biolabs) nach 
Herstellerangaben. Im zweiten Schritt erfolgte die Reinigung der PCR-Produkte mittels Agaro-
segelelektrophorese und unter Verwendung des QIAquick Gel Extraction Kits (Qiagen). Die ge-
reinigten DNA-Amplifikate wurden anschließend mit Hilfe von Restriktionsenzymen laut Herstel-
lerangaben (New England Biolabs) verdaut und erneut gereinigt. Die geschnittenen DNA-
Fragmente wurden mit den linearisierten Vektoren nach Herstellerangaben (New England Bi-
olabs) ligiert. Anschließend wurden elektrokompetente E. coli TOP 10-Zellen mit dem dialysier-
ten Ligationsansätzen bei 2.5 kV transformiert, für 1 h bei 37 °C inkubiert und auf LB-
Agarplatten ausgestrichen. Die LB-Agarplatten waren mit dem für die Selektion benötigtem An-
tibiotikum versetzt. Im nächsten Schritt wurden die Plasmide präpariert (Kapitel 3.1.2) und se-
quenziert (GATC Biotech). Für die Expression wurden elektrokompetente E. coli BL21 (DE3)-
Zellen mit Plasmiden mit korrekter Basenabfolge bei 2.5 kV transformiert. 
3.1.4 Mutagenese 
Mutationen wurden entweder über die site-directed ligase independent mutagenesis (SLIM, 
Abbildung 3.1) (Chiu et al., 2004; 2008) oder die round-the-horn site directed mutagenesis-
Methode (Hemsley et al., 1989) in eine DNA-Sequenz eingeführt. Für die für beide Mutagenes-
evarianten benötigte PCR wurde jeweils die Phusion-Polymerase (New England Biolabs) mit 
GC-Puffer verwendet. Der DMSO-Anteil der Reaktionslösung betrug entweder 5% oder 10%. 
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3.1.4.1 SLIM-Mutagenese 
Ein großer Vorteil der SLIM-Mutagenese gegenüber der round-the-horn site directed mutagene-
sis ist neben der Tatsache, dass keine Ligation durchgeführt werden muss, die hohe Ausbeute 
an richtigem Konstrukt. Für die SLIM-Methode werden zwei Primerpaare benötigt. Die beiden 
Forward- und beiden Reverse-Primer besitzen jeweils die gleiche Annealing-Sequenz, unter-
scheiden sich aber in ihrem 5’-Überhang. So trägt jeweils ein Reverse- und ein Forward-Primer 
einen komplementären 5’-Überhang aus mindestens 18 Basenpaaren, in dem sich die Mutatio-
nen befinden.  
Da für die SLIM-Methode zwei Primerpaare verwendet werden, wurden für eine Mutagenese 
jeweils zwei PCRs angesetzt. Die PCR-Produkte wurden mittels des QIAquick Gel Extraction 
Kits (Qiagen) gereinigt und anschließend mit dem Restriktionsenzym DpnI nach Herstelleran-
gaben (New England Biolabs) verdaut, um die methylierte Plasmid-DNA, die als Templat der 
PCR diente, zu entfernen. Anschließend wurde die sogenannte Hybridisierungsreaktion durch-
geführt. Dafür wurden jeweils 10 µL der DpnI-Reaktionslösungen mit 10 µL Hybridisierungspuf-
fer [125 mM Tris/HCl; 750 mM NaCl; 100 mM EDTA; pH = 8.0] und 20 µL ddH2O zusammen 
gegeben. Die erhaltende Lösung wurde unter folgenden PCR-ähnlichen Bedingungen behan-
delt: 3 min 99 °C initiale Denaturierung; 5 min 65 °C; 40 min 30 °C; die letzten beiden Schritte 
wurden dreimal wiederholt. Im Anschluss wurden 10 µL der Reaktionslösung dialysiert und mit 
elektrokompetenten E. coli TOP 10-Zellen bei 2.5 kV transformiert. Nach erfolgreicher Selektion 
auf antibiotikahaltigen LB-Agarplatten wurden die Plasmide präpariert (Kapitel 3.1.2) und se-
quenziert (GATC). Für die Expression wurden elektrokompetente E. coli BL21 (DE3)-Zellen mit 
Plasmiden mit korrekter Basenabfolge bei 2.5 kV transformiert. Ein schematischer Ablauf der 
SLIM-Mutagenese findet sich in Abbildung 3.1. 
3.1.4.2 Round-the-horn site-directed Mutagenese 
Für die round-the-horn site-directed Mutagenese werden zwei Primer verwendet die, die als 
Templat verwendete Plasmid-DNA nach erfolgreicher PCR linearisieren. Die verwendeten am 
5’-Ende phosphorylierten Oligonukleotide sind komplementär zur mutierenden DNA-Sequenz, 
tragen aber bereits die Mutationen innerhalb ihrer Sequenz. Wichtig ist, dass sie untereinander 
keine überlagernden Sequenzen besitzen. 
Wie bei der SLIM-Mutagenese wurde nach erfolgreicher PCR das Produkt mittels des QIAquick 
Gel Extraction Kits (Qiagen) gereinigt und einem DpnI-Verdau (New England Biolabs) unterzo-
gen. Die Reaktionslösung wurde im Anschluss mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits (Qi-
agen) gereinigt und die erhaltene linearisierte DNA mittels der T4 DNA-Ligase (New England 
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Biolabs) nach Herstellerangaben intramolekular ligiert. Anschließend wurde, wie unter Kapitel 
3.1.4.1 beschrieben, mit der Transformation und der Plasmidverifizierung weiter verfahren. 
 
 
Abbildung 3.1: Schematischer Aufbau und Ablauf der SLIM-Methode. (A) Für die SLIM-Methode müssen zwei ver-
schiedene Primerpaare (A und B) in zwei verschiedenen PCRs eingesetzt werden. Die Überhänger des blauen und 
grünen „langen“ Primers sind komplementär. (B) Produkte der beiden PCRs und schematische Darstellung der an-
schließenden Hybridisierungsreaktion. Das erhaltene Plasmid mit Doppelstrangbruch kann direkt transformiert wer-
den. 
 
3.1.5 Chemische Transformation von B. subtilis 168 
Die chemische Transformation von B. subtilis 168 wurde nach einer modifizierten Zweistufen-
methode von Klein et al. durchgeführt (Klein et al., 1992). Das Protokoll beruht auf der Tatsa-
che, dass B. subtilis-Zellen beim Eintreten in die stationäre Wachstumsphase eine natürliche 
Kompetenz ausbilden. Es wurden zunächst 3 mL HS-Medium (siehe Tabelle 2.5) mit einer B. 
subtilis LB-Vorkultur zu einer OD600 von 0.1 inokuliert und bis zu einer OD600 von 3.0 – 4.0 bei 
37 °C und 250 rpm inkubiert. Mit dieser HS-Übertagkultur wurden 20 mL LS-Medium (siehe Ta-
belle 2.7) zu einer OD600 von 0.05 inokuliert und bis zu einer OD600 von 0.5 bei 37 °C und 
250 rpm inkubiert. 1 mL der LS-Kultur wurden in ein 2 mL-Reaktionsgefäß überführt und mit ca. 
250 µg zu transformierender Plamid-DNA versetzt. Die Suspension wurde weitere 2 h bei 37 °C 
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Produkte der zwei PCRs:
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und 250 rpm inkubiert. Anschließend wurde die vollständige Kultur auf LB-Agarplatten, die zur 
Selektion mit dem jeweiligen Antibiotikum versetzt waren, ausgestrichen. Entstandene Einzelko-
lonien wurden zur Fermentation von Subtilosin A-Varianten verwendet (Kapitel 3.2.2.5). 
3.1.6 Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen 
Zur Herstellung elektrokompetenter Zellen wurden zunächst zweimal 300 mL LB-Medium mit 
einer E. coli-Übernachtkultur zu einer OD600 von 0.1 im Abstand von 45 min inokuliert und bis zu 
einer OD600 von 0.5 – 0.6 bei 37 °C und 250 rpm inkubiert. Die Kulturen wurden in sechs Portio-
nen gleichen Volumens geteilt und zentrifugiert (25 min; 4000 rpm; 4 °C). Die erhaltenen Pellets 
wurden zweimal mit je 40 mL kalten, sterilen ddH2O gewaschen, d. h. resuspendiert und erneut 
zentrifugiert (25 min; 4000 rpm; 4 °C). Im Anschluss wurden die Pellets mit je 1 mL kalten, steri-
len ddH2O gewaschen und erneut zentrifugiert (5 min; 13200 rpm; 4 °C). Der Vorgang wurde mit 
je 500 µL einer kalten und sterilen 10%igen Glycerinlösung wiederholt. Abschließend wurden 
die Zellpellets in je 200 µL kalter, steriler 10%iger Glycerinlösung resuspendiert, in Aliquote à 
40 µL aufgeteilt und bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. 
3.2 Proteinchemische Methoden 
Die Standardtechniken der Proteinanalytik, wie z. B. die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese, 
wurden nach Protokollen von Bennett et al. und Laemmli durchgeführt (Bennett and Scott, 
1971; Laemmli, 1970). 
3.2.1 Fermentation von B. subtilis 168 zur Produktion von Subtilosin A 
Die Herstellung von Subtilosin A wurde nach einem Protokoll von Michael Gattner durchgeführt 
(Gattner, 2010). Dafür wurden 300 mL LB-Medium mit einer B. subtilis 168-Vorkultur zu einer 
OD600 von 0.1, in einem Schikane-freien 1 L-Kulturkolben, inokuliert und bis zu einer OD600 von 
0.6 inkubiert (37 °C; 220 rpm). Anschließend wurde die Schüttlergeschwindigkeit auf 100 rpm 
reduziert und es wurde für weitere 18 h inkubiert. Die Zellen wurden zentrifugiert (30 min; 
6000 rpm; 4 °C) und der Überstand weiterverarbeitet (Kapitel 3.3.2). 
3.2.2 Hetero- und Homologe Genexpression 
3.2.2.1 Expression von albA und albA-Mutanten im pETM-10-Vektor 
Die Expression des Radical SAM Enzyms AlbA wurde wie folgt durchgeführt: Zunächst wurden 
500 mL LB-Medium [50 µg/mL Kanamycin; Kan50] in einem 2 L-Kulturkolben mit Schikane mit 
5 mL einer E. coli BL21 (DE3) pETM-10 albA-Übernachtkultur inokuliert und bis zu einer OD600 
von 0.6 inkubiert (37 °C; 220 rpm). Zur Induktion der Expression wurde IPTG bis zu einer End-
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konzentration von 0.2 mM hinzugegeben und die Temperatur auf 18 °C reduziert. Es wurde 
über Nacht inkubiert und anschließend zentrifugiert (30 min; 6000 rpm; 4 °C). Das Zellpellet 
wurde in Puffer TrisA [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH = 8.0] resuspendiert und bis zur wei-
teren Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Expression der AlbA-Mutanten erfolgte nach dem 
gleichen Protokoll. 
3.2.2.2 Expression von skfB und skfB-Mutanten im pET-28a(+) Vektor 
Für die Expression des Radical SAM Enzyms SkfB wurden 500 mL LB-Medium [50 µg/mL Ka-
namycin; Kan50] in einem 2 L-Kulturkolben mit Schikane mit einer E. coli BL21 (DE3) pET-
28a(+) skfB-Vorkultur im Verhältnis 1:100 inokuliert und bis zu einer OD600 von 0.6 inkubiert 
(37 °C; 220 rpm). Anschließend wurde die Temperatur auf 24 °C reduziert und die Expression 
durch die Zugabe von IPTG [Endkonzentration 0.5 mM] induziert. Die Kultur wurde über Nacht 
inkubiert und danach zentrifugiert (30 min; 6000 rpm; 4 °C). Das erhaltene Zellpellet wurde in 
Puffer TrisA [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH = 8.0] resuspendiert und bis zur weiteren Ver-
arbeitung bei -20 °C gelagert. Die SkfB-Mutanten wurden nach dem gleichen Verfahren expri-
miert. 
3.2.2.3 Expression von skfA als Thioredoxinfusionsprotein im pET-48b(+)-Vektor 
Zur Expression des Thioredoxin-SkfA-Fusionsproteins (Trx-SkfA) mit TEV-Schnittstelle wurden 
500 mL LB-Medium [50 µg/mL Kanamycin; Kan50] in einem 2 L-Kulturkolben mit Schikane mit 
5 mL einer E. coli BL21 (DE3) pET-48b(+) skfA TEV-Vorkultur inokuliert und bis zu einer OD600 
von 0.6 inkubiert (37°C; 220 rpm). Anschließend wurde die Temperatur auf 18 °C reduziert und 
die Expression des Proteins durch die Zugabe von IPTG [Endkonzentration 0.2 mM] induziert. 
Die Kultur wurde über Nacht inkubiert und im Anschluss zentrifugiert (30 min; 6000 rpm; 4 °C). 
Das erhaltene Zellpellet wurde in Puffer TrisA [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH = 8.0], der 
zusätzlich einen Proteaseinhibitorcocktail (Sigma-Aldrich) enthielt, resuspendiert und bis zur 
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Die Trx-SkfA-Varianten wurden nach dem gleichen 
Protokoll exprimiert. 
3.2.2.4 Expression der TEV-Protease  
Für die Expression der TEV-Protease wurde das pRK793-Plasmid (Kapust et al., 2001) ver-
wendet. Dazu wurden zunächst 500 mL LB-Medium [100 mg/mL Ampicillin; Amp100] in einem 
2 L-Kulturkolben mit Schikane im Verhältnis 1:100 mit einer E. coli BL21 (DE3) pRK793-
Übernachtkultur inokuliert und bis zu einer OD600 von 0.6 inkubiert (37 °C; 220 rpm). Die Ex-
pression wurde durch Zugabe von IPTG [Endkonzentration 0.2 mM] induziert und die Tempera-
tur auf 20 °C reduziert. Es wurde über Nacht inkubiert. Anschließend wurde die Kultur zentrifu-
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giert (30 min; 6000 rpm; 4 °C) und das erhaltene Zellpellet in Puffer TevA [20 mM Hepes/HCl; 
150 mM NaCl; 5% Glycercol; 2 mM b-Mercaptoethanol; pH = 7.5] resuspendiert. Die Suspensi-
on wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
3.2.2.5 Homologe Produktion von Subtilosin A-Varianten in B. subtilis 168 
Zur homologen Produktion der Subtilosin A-Varianten wurden Mutanten des pDG148 sboA-
Plasmids (Gattner, 2010) verwendet. Es wurden zunächst 300 mL LB-Medium [5 µg/mL Ka-
namycin; Kan5] in einem Schikane-freien 1 L-Kulturkolben mit 3 mL einer B. subtilis 168 
pDG148 sboAVariante-Vorkultur inokuliert und bis zu einer OD600 von 0.6 inkubiert (37 °C; 
220 rpm). Zur Induktion der Expression des mutierten Subtilosin A Vorläuferpeptids wurde IPTG 
[Endkonzentration 1 mM] hinzugegeben und die Schüttlergeschwindigkeit auf 100 rpm reduziert. 
Es wurde über Nacht inkubiert und anschließend zentrifugiert (30 min; 6000 rpm; 4 °C). Im An-
schluss wurde aus dem Überstand und aus dem Pellet die jeweilige Subtilosin A-Variante ex-
trahiert (Kapitel 3.3.1 und 3.3.2). 
3.2.3 Zellaufschluss 
Zum Zellaufschluss wurde die eingefrorene Zellsuspension aufgetaut und mit Hilfe einer French 
Press (SLM Aminco) aufgeschlossen. Je nach Konsistenz wurden die Zellen ein- bis dreimal 
durch die gekühlte Standard Cell 40 KP (Thermo) gepresst. Anschließend wurde zentrifugiert 
(30 min; 17000 rpm; 4 °C) um die löslichen Proteine von unlöslichen Zellbestandteilen zu tren-
nen. Der erhaltene Überstand wurde filtriert (0.45 µm Porengröße) und zur nachfolgenden Pro-
teinreinigung verwendet. 
3.2.3.1 Zellaufschluss von SkfB für die Kristallisation 
Für die Kristallisation wurde der Zellaufschluss in anaeroben Bedingungen durchgeführt. Das 
beinhaltete, dass die Zellsuspension unter anaeroben Bedingungen in die Standard Cell 40 KP 
(Thermo) gefüllt wurde und das Zelllysat direkt in eine, mit Septum verschlossene, anaerobe 
Flasche gepresst wurde. Für die anschließende Zentrifugation mittels einer Ultrazentrifuge 
(60 min; 40000 rpm; 4 °C) wurden luftdichte Zentrifugationsröhrchen verwendet, die ebenfalls 
unter anaeroben Bedingungen befüllt wurden. 
3.2.4 Proteinreinigung 
Alle Proteinreinigungen - soweit nichts anderes vermerkt ist - wurden entweder mit Hilfe eines 
FPLC-Systems 250 (Amersham Pharmacia) oder eines Äkta Purifiers 900 (GE) durchgeführt.  
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3.2.4.1 Reinigung des Radical SAM Enzyms AlbA und der AlbA-Mutanten 
Die Reinigung von AlbA erfolgte in zwei Schritten. Zunächst wurde eine Ni-NTA-Affinitäts-
chromatographie durchgeführt. Nach erfolgreicher Rekonstitution der Fe/S-Cluster (Kapitel 
3.2.5) erfolgte die Entsalzung mittels HiPrep 26/10 Desalting-Säule (GE Healthcare) oder 10DG 
Desalting-Säule (BIO RAD). 
Das rekombinant hergestellte AlbA verfügte über einen N-terminalen His(6)-Tag, konnte daher 
per Ni-NTA-Affinitätschromatographie gereinigt werden. Dazu wurde zunächst eine Ni-NTA-
Säule mit Puffer TrisA [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH = 8.0] mit einer Flussrate von 
1 mL/min äquilibriert. Anschließend wurde der Überstand des Zelllysats (Kapitel 3.2.3) mit einer 
Flussrate von 0.7 mL/min auf die Säule aufgetragen. Es wurde solange mit 5% TrisB [25 mM 
Tris/HCl; 150 mM NaCl; 250 mM Imidazol; pH = 8.0] gewaschen, bis kein Protein mehr von der 
Säule eluierte. Danach wurde das in Tabelle 3.1 zusammengefasste Elutionsprogramm ausge-
führt. Die Flussrate betrug weiterhin 0.7 mL/min, die Fraktionsgröße betrug jeweils 1.4 mL. 
 
Tabelle 3.1: Elutionsprogramm der Ni-NTA-Affinitätschromatographie des Radical SAM Enzyms AlbA. 
Zeit Konzentration TrisB 
0 min 5% 
45 min 50% 
65 min 100% 
 
Die Protein-chemische Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen wurde mittels SDS-PAGE 
untersucht. Fraktionen hoher Reinheit wurden vereinigt und mit Hilfe eines Amicon-Ultra-15-
Konzentrators (Ausschlussmasse 30 kDa) konzentriert. Im Anschluss wurde das Protein rekon-
stituiert (Kapitel 3.2.5). Die abschließende Reinigung per Entsalzungssäule wurde entweder 
unter aeroben Bedingungen an der FPLC mittels HiPrep 26/10 Desalting-Säule (GE Healthcare) 
oder unter anaeroben Bedingungen mittels 10DG gravity flow Desalting-Säule (BIO RAD) 
durchgeführt. Als Laufmittel wurde jeweils Recon Puffer [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM 
DTT; pH = 8.0] verwendet. Die Protein-haltigen Fraktionen wurden vereinigt, ggf. per Amicon-
Ultra-15-Konzentrator (Ausschlussmasse 30 kDa) konzentriert, in flüssigem Stickstoff in Aliquo-
te à 200 µL schockgefroren und bei -80 °C zur weiteren Verarbeitung gelagert. Die Reinigung 
der generierten AlbA-Mutanten erfolgte nach dem gleichen Protokoll. 
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3.2.4.2 Reinigung des Radical SAM Enzyms SkfB und der SkfB-Mutanten 
Die Reinigung von SkfB erfolgte, wie auch die Reinigung von AlbA, in zwei Schritten. Zunächst 
wurde eine Ni-NTA-Affinitätschromatographie durchgeführt. Anschließend wurde das Protein 
mit Eisen und Schwefel beladen und abschließend per Gelfiltrationschromatographie mit Desal-
ting-Säulen entsalzt. 
Rekombinant hergestelltes SkfB verfügte, wie auch AlbA, über einen N-terminalen His(6)-Tag, 
konnte also per Ni-NTA-Affinitätschromatographie gereinigt werden. Dazu wurde zunächt eine 
Ni-NTA-Affinitätsäule mit Puffer TrisA [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH = 8.0] mit einer Fluss-
rate von 1 mL/min äquilibriert. Anschließend wurde der Überstand des Zelllysats (Kapitel 3.2.3) 
mit einer Flussrate von 0.7 mL/min auf die Säule aufgetragen und solange mit 10% TrisB 
[25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 250 mM Imidazol; pH = 8.0] mit einer Flussrate von 0.7 mL/min 
gespült, bis kein Protein mehr von der Säule eluierte. Danach wurde das in Tabelle 3.2 be-
schriebene Programm durchgeführt. Die Flussrate betrug weiterhin 0.7 mL/min und die Frakti-
onsgröße 1.4 mL. 
 
Tabelle 3.2: Elutionsprogramm der Ni-NTA-Affinitätschromatographie des Radical SAM Enzyms SkfB. 
Zeit Konzentration TrisB 
0 min 10% 
45 min 50% 
65 min 100% 
 
Die Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen wurde mittels SDS-PAGE untersucht. Fraktio-
nen hoher Reinheit wurden vereinigt und für die anschließende Rekonstitution (Kapitel 3.2.5) 
mittels Amicon-Ultra-15-Konzentratoren (Ausschlusmasse 30 kDa) konzentriert. Nach erfolgrei-
cher Rekonstitution wurde die Proteinlösung mit Hilfe von Desalting-Säulen entsalzt, um über-
schüssiges Eisen und Schwefel zu entfernen. Die Entsalzung wurde entweder unter aeroben 
Bedingungen mittels einer HiPrep 26/10 Desalting-Säule (GE Healthcare) oder unter anaeroben 
Bedingungen mittels 10DG gravity flow Desalting-Säule (BIO RAD) durchgeführt. Als Laufmittel 
wurde in beiden Fällen Recon Puffer [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; pH = 8.0] 
eingesetzt. Protein-haltige Fraktionen wurden vereinigt, ggf. per Amicon-Ultra-15-Konzentrator 
(Ausschlussmasse 30 kDa) konzentriert, in flüssigem Stickstoff in Aliquote à 200 µL schockge-
froren und zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert. Die Reinigung der rekombinant herge-
stellten SkfB-Mutanten erfolgte nach dem gleichen Protokoll. 
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3.2.4.2.1 Reinigung von SkfB für die Kristallisation 
Für die Kristallisation wurde SkfB unter streng anaeroben Bedingungen in einem Stickstoffzelt 
(Coy) gereinigt. Dafür wurde der Überstand des Zelllysats, das unter anaeroben Bedingungen 
aufgeschlossen wurde (Kapitel 3.2.3.1), auf eine mit anaerobisiertem Puffer TrisA 
[25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH = 8.0] äquilibrierte gravity flow Ni-NTA-Affinitätssäule aufge-
tragen. Anschließend wurde die Säule mit zehn Säulenvolumen anaerobisiertem 10%igen Puf-
fer TrisB [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 250 mM Imidazol; pH = 8.0] gespült. Die Elution von 
SkfB erfolgte mit zehn Säulenvolumen Puffer TrisB. Die Protein-haltigen Fraktionen besaßen 
eine so hohe Konzentration an SkfB, dass die Rekonstitution (Kapitel 3.2.5) ohne vorherige 
Konzentrierung durchgeführt werden konnte. Anschließend wurden überschüssige Eisen- und 
Schwefelreste mittels 10DG gravity flow Desalting-Säule entfernt und die erhaltene rekonstitu-
ierte Proteinlösung wurde abschließend per Gelfiltrationschromatographie gereinigt. Dazu wur-
de eine HiLoad 16/60 Superdex 200-Säule (GE Healthcare) mit anaerobisierten Puffer TrisA als 
Laufmittel verwendet. Die Protein-chemische Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen wur-
de mittels SDS-PAGE analysiert. Fraktionen hoher Reinheit wurden vereinigt und für die an-
schließende Kristallisation konzentriert. Dafür wurde ein Amicon Membrankonzentrator (Aus-
schlussmasse 30 kDa) verwendet. 
3.2.4.3 Reinigung des Thioredoxin-SkfA-Fusionsproteins und seiner Mutanten 
Das Thioredoxin-SkfA-Fusionsprotein verfügt zwischen der Thioredoxin- und der SkfA-Domäne 
über einen His(6)-Tag. Daher wurde es mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie gereinigt. Da-
für wurde zunächst eine Ni-NTA-Affinitätssäule mit Puffer TrisA [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 
pH = 8.0] mit einer Flussrate von 1 mL/min aquilibriert. Der Überstand des Zelllysats (Kapitel 
3.2.3) wurde mit einer Flussrate von 0.7 mL/min auf die Säule aufgetragen. Anschließend wurde 
solange mit TrisA gespült, bis kein Protein mehr von der Säule eluierte. Danach wurde das in 
Tabelle 3.3 beschriebene Elutionsprogramm durchgeführt. Die Flussrate betrug weiterhin 
0.7 mL/min, die Fraktionsgröße 1.4 mL. 
 
Tabelle 3.3: Elutionsprogramm der Ni-NTA-Affinitätschromatographie des Thioredoxin-SkfA Fusionsproteins. 
Zeit Konzentration TrisB 
0 min 0% 
45 min 50% 
65 min 100% 
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Die Zusammensetzung der gesammelten Fraktionen wurde mittels SDS-PAGE untersucht. 
Fraktionen, in denen das Fusionsprotein enthalten war, wurden vereinigt und mit Hilfe eines 
Amicon-Ultra-15-Konzentrators (Ausschlussmasse 3 kDa) konzentriert. Zur weiteren Verwen-
dung wurde die erhaltene Lösung in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gela-
gert. Die Reinigung der Thioredoxin-SkfA Fusionsproteinvarianten erfolgte nach dem gleichen 
Protokoll.  
3.2.4.4 Reinigung der TEV-Protease 
Die TEV-Protease wurde mittels Ni-NTA-Affinitätschromatographie gereinigt, da das rekombi-
nant hergestellte Enzym einen N-terminalen His(6)-Tag besitzt. Dafür wurde eine Ni-NTA-
Affinitätssäule zunächst mit Puffer TevA [20 mM Hepes/HCl; 150 mM NaCl; 5% Glycerol; 2 mM 
Mercaptoenthanol; pH = 7.5] mit einer Flussrate von 1 mL/min äquilibriert. Anschließend wurde 
der Überstand des Zelllysats mit einer Flussrate von 0.7 mL/min auf die Säule aufgetragen. Es 
wurde solange mit TevA gespült, bis kein Protein mehr von der Säule eluierte. Im Anschluss 
wurde das in Tabelle 3.4 zusammengefasste Elutionsprogramm durchgeführt. Die Flussrate 
betrug 0.7 mL/min und die Fraktionsgröße 1.4 mL. 
 
Tabelle 3.4: Elutionsprogramm der Ni-NTA-Affinitätschromatographie der TEV-Protease. TevB: 20 mM Hepes/HCl; 
150 mM NaCl; 5% Glycerol; 2 mM Mercaptoenthanol; 400 mM Imidazol; pH = 7.5. 
Zeit Konzentration TevB 
0 min 0% 
45 min 50% 
65 min 100% 
 
Die Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen wurde mittels SDS-PAGE bestimmt. Fraktio-
nen, die die TEV-Protease in hoher Reinheit enthielten, wurden vereinigt und mittels eines 
Amicon-Ultra-15-Konzentrators (Auschlussmasse 10 kDa) konzentriert. Anschließend wurde die 
Proteinlösung gegen Puffer TevD [20 mM Hepes/HCl; 150 mM NaCl; 5% Glycerol; 5 mM DTT; 
0.5 mM EDTA; pH = 7.5] dialysiert. Das erhaltene Dialysat wurde erneut konzentriert (Endkon-
zentration 3 mg/mL), in Aliquote à 50 µL aufgeteilt, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
für die weiter Verwendung bei -80 °C gelagert. 
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3.2.5 Chemische Rekonstitution von Eisen-Schwefel-Cluster-haltigen Proteinen 
Die Radical SAM Enzyme AlbA und SkfB mussten während der Reinigung durch Zugabe von 
Eisen(III)- und Sulfid-Ionen rekonstituiert werden, da das in E. coli BL21 (DE3)-Zellen vorkom-
mende Eisen-Schwefel-Cluster-Assemblierungssystem nicht ausreichte, um AlbA und SkfB 
vollständig mit Eisen-Schwefel-Clustern zu beladen. Die Rekonstitution wurde unter streng an-
aeroben Bedingungen in einem Stickstoffzelt durchgeführt. Sie wurde nach der Ni-NTA-
Affinitätschromatographie durchgeführt. Die Proteinkonzentration betrug zwischen 100 µM und 
200 µM. Zunächst wurden 100 eq DTT [Stammlösung: 25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 1 M 
DTT; pH = 8.0] zur Proteinlösung gegeben und die Lösung wurde 1 h bei RT inkubiert. An-
schließend erfolgte die Zugabe von 10 eq Ammoniumeisen(III)-citrat [Stammlösung: 25 mM 
Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; 100 mM Ammoniumeisen(III)-citrat pH = 8.0] und es wur-
de weitere 5 min bei RT inkubiert. Die Lösung färbte sich dabei leicht rötlich. Abschließend er-
folgte die Zugabe von 10 eq Lithiumsulfid [Stammlösung: 25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 
10 mM DTT; 100 mM Li2S pH = 8.0]. Die folgende Inkubation wurde über Nacht bei 4 °C durch-
geführt. Dabei färbte sich die Lösung dunkelbraun, was eine erfolgreiche Rekonstitution anzeig-
te. 
3.2.6 Reinigung von Subtilosin A durch präparative HPLC 
Die finale Reinigung von Subtilosin A wurde mittels präparativer reverse phase HPLC mit einem 
präparativen Series 1100/1200 HPLC-System (Agilent) durchgeführt. Zur Stofftrennung wurde 
eine 250/12 Nucleodur C18ec-Säule (Macherey Nagel), als Laufmittel wurden ddH2O (LaufA) 
und Acetonitril (LaufB) mit einem TFA-Anteil von jeweils 0.1% verwendet. Der verwendete Gra-
dient für die Reinigung von Subtilosin A ist in Tabelle 3.5 zusammengefasst. Die Flussrate be-
trug 18 mL/min, die Fraktionsgröße 9 mL. 
 
Tabelle 3.5: Verwendeter Gradient für die Reinigung von Subtilosin A. 
Zeit Konzentration LaufB 
0 min 10% 
5 min 45% 
25 min 55% 
30 min 95% 
35 min 95% 
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Im Anschluss an den Gradienten wurde die Säule mit 10% LaufB gespült (5 min; Flussrate 
18 mL/min). Ein Chromatogramm der Reinigung wurde durch das Aufzeichnen der Absorption 
bei 215 nm und 280 nm erstellt. Fraktionen, die voraussichtlich Peptid enthielten, wurden per 
Direct-MS (Kapitel 3.5.5.4) analysiert. Fraktionen, die Subtilosin A in hoher Reinheit enthielten, 
wurden vereinigt und lyophilisiert. Der erhaltene weiße Feststoff wurde zur weiteren Verwen-
dung bei -20 °C gelagert. 
3.2.7 Reinigung von SerSkfA und von SerSkfA-Varianten durch analytische HPLC 
Nach durchgeführter TEV-Spaltung (Kapitel 3.4.1) wurde die finale Reinigung von SerSkfA und 
seinen Varianten durchgeführt. Dazu wurde ein analytisches Series 1100/1200 HPLC-System 
(Agilent) verwendet. Zur Stofftrennung wurde entweder eine EC 125/2 Nucleodur 100-3 C18ec-
Säule (Macherey Nagel) oder eine EC 250/4.6 Nucleodur C18 HTec 3 µm-Säule (Macherey 
Nagel) verwendet. Als Laufmittel kamen ddH2O (LaufA) und Acetonitril (LaufB), die jeweils 0.1% 
TFA enthielten, zum Einsatz. Das Injektionsvolumen betrug jeweils 40 µL (125/2 Nucleodur) 
bzw. 100 µL (250/4.6 Nucleodur). Die verwendeten Laufmittelgradienten sind in Tabelle 3.6 zu-
sammengefasst. Für die Reinigung mit der EC 125/2 Nucleodur 100-3 C18ec-Säule wurde eine 
Flussrate von 0.2 mL/min und eine Fraktionsgröße von 0.2 mL gewählt. Für die Reinigung mit-
tels der EC 250/4.6 Nucleodur C18 HTec 3 µm-Säule wurde eine Flussrate von 1 mL/min und 
eine Fraktionsgröße von 0.5 mL gewählt. Die Säulentemperatur betrug jeweils 30 °C. 
 
Tabelle 3.6: Verwendete Gradienten für die Reinigung von SerSkfA und SerSkfA-Varianten. 
125/2 Nucleodur 100-3 C18ec 250/4.6 Nucleodur C18 HTec 3µm 
Zeit Konzentration LaufB Zeit Konzentration LaufB 
0 min 5% 0 min 5% 
5 min 35% 25 min 95% 
20 min 55% 28 min 95% 
25 min 95%   
28 min 95%   
 
Im Anschluss an den jeweiligen Gradienten wurde die Säule für 5 min mit 5% LaufB gespült. Ein 
Chromatogramm der Reinigung wurde durch das Aufzeichnen der Absorption bei 215 nm er-
stellt. Da an das verwendete HPLC-System bei Bedarf ein Massendetektor angeschlossen wer-
den konnte, konnte in einem separaten Lauf, bei dem keine Fraktionen gesammelt wurden, die 
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Retentionszeit der jeweiligen SerSkfA-Spezies bestimmt werden. Fraktionen die die jeweilige 
SerSkfA-Variante in guter Reinheit enthielten, wurden vereinigt und lyophilisiert. Der erhaltene 
weiße Feststoff wurde zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 
3.3 Naturstoffextraktion 
3.3.1 Extraktion von B. subtilis 168 Zellpellets mittels Methanol 
Die Extraktion von Zellpellets wurde durchgeführt, um zu prüfen, ob die in B. subtilis 168 homo-
log expremierten Subtilosin A-Varianten intrazellulär vorlagen. Dazu wurde jeweils ein Zellpellet 
einer 300 mL Expression (Kapitel 3.2.2.5) in 50 mL Methanol resuspendiert und inkubiert (2 h; 
200 rpm; 4°C). Anschließend wurde die Suspension filtriert und der Überstand am Rotations-
verdampfer zu einer Trockne eingeengt. Die Trockne wurde in 1 mL 50% (v/v) Methanol resus-
pendiert und zentrifugiert (30 min; 13200 rpm; 4 °C). Jeweils 50 µL des erhaltenen Überstandes 
wurden per HPLC-HRMS (Kapitel 3.5.5.3) auf Produktion der Subtilosin A-Variante untersucht.  
3.3.2 Extraktion von Kulturüberständen mittels Amberlite XAD16 
Die Extraktion von Zellüberständen mit Hilfe des hydrophoben Adsorberharzes Amberlite 
XAD16 (Sigma-Aldrich) wurde zur Gewinnung von Subtilosin A aus B. subtilis 168-
Zellüberständen (Kapitel 3.2.1) und zur Überprüfung, ob die von B. subtilis 168 homolog expre-
mierten Subtilosin A-Varianten extrazellulär vorlagen (Kapitel 3.2.2.5), durchgeführt. 
3.3.2.1 Gewinnung von Subtilosin A aus B. subtilis 168-Kulturüberstand  
Der B. subtilis 168-Kulturüberstand (Kapitel 3.2.1) wurde mit einer 25% igen (w/v) Amberlite 
XAD16-Suspension extrahiert. Dazu wurden 5 mL der Suspension zu je einem Liter Überstand 
gegeben. Anschließend wurde die Lösung unter rühren für 2 h inkubiert und filtriert. Das erhal-
tene Amberlite XAD16-Material wurde mit 250 mL ddH2O gewaschen und im Anschluss mit 
100 mL Methanol eluiert, um die adsorbierten Verbindungen vom Harz zu trennen. Das Metha-
nolextrakt wurde mittels Rotationsverdampfer zur Trockne reduziert. Die Trockne wurde in 
20 mL eines 1:1 (v/v)-Gemisches aus 1-Butanol und ddH2O aufgenommen. Anschließend wur-
den organische Phase und wässrige Phase separiert. Die organische Phase wurde erneut am 
Rotationsverdampfer zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 50% (v/v) Methanol auf-
genommen, zentrifugiert (30 min; 13200 rpm; 4 °C) und per präparativer HPLC final gereinigt 
(Kapitel 3.2.6). 
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3.3.2.2 Extraktion von Subtilosin A-Varianten aus B. subtilis 168-Kulturüberstand 
300 mL B. subtilis 168-Kulturüberstand (Kapitel 3.2.2.5) wurden mit jeweils 5 mL einer 25%igen 
(w/v) Amberlite XAD16-Suspension versetzt und 2 h unter rühren inkubiert. Anschließend wurde 
filtriert und das erhaltene Amberlite XAD16-Adsorberharz wurde mit 100 mL ddH2O gewaschen. 
Es folgte die Elution der an das Amberlite XAD16-Material gebundenen hydrophoben Verbin-
dungen mit 50 mL Methanol. Im Anschluss wurde das Methanolextrakt am Rotationsverdampfer 
zur Trockne eingeengt. Diese wurde in 1 mL 50% (v/v) Methanol gelöst, zentrifugiert (30 min; 
13200 rpm; 4 °C) und mittels HPLC-HRMS (Kapitel 3.5.5.3) analysiert. 
3.4 Biochemische Methoden 
3.4.1 Spaltung der Trx-SkfA-Fusionsproteinvarianten mit der TEV-Protease 
Jede Trx-SkfA-Fusionsproteinvariante enthielt in dem Linkerbereich zwischen der SkfA- und der 
Thioredoxindomäne eine für die TEV-Protease spezifische ENLYFQS-Spaltungssequenz. Für 
die Spaltung wurde die, nach der Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie (Kapitel 3.2.4.3) erhalte-
ne, Trx-SkfA Lösung gegen Puffer TevR [25 mM Tris/HCl; 50 mM NaCl; 1 mM DTT; 0.5 mM 
EDTA; pH = 7.2] dialysiert. Anschließend wurde die Lösung mit Hilfe eines Amicon-Ultra-15-
Konzentrators (Ausschlussmasse 3 kDa) auf eine Konzentration von 8 mg/mL bis 10 mg/mL 
konzentriert. Die TEV-Spaltung wurde durch Zugabe der gereinigten TEV-Protease (Kapitel 
3.2.4.4; 1 Aliquot pro 1 mL Trx-SkfA Konzentrat) und anschließende Inkubation über Nacht bei 
4 °C durchgeführt. Im Anschluss wurde die erhaltene SerSkfA-Variante mittels analytischer 
HPLC gereinigt (Kapitel 3.2.7). 
3.4.2 SAM-Spaltungsaktivitätsassays 
SAM-Spaltungsaktivitätsassays werden durchgeführt, um Proteine als Radical SAM Enzyme zu 
identifizieren. Die Assays wurden unter streng anaeroben Bedingungen durchgeführt. Um Sau-
erstoff aus den aerob gereinigten Proteinen (Kapitel 3.2.4.1 und 3.2.4.2) zu entfernen, wurde je 
ein Aliquot Enzymlösung (200 µL) mit 50 µL Recon Puffer [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 
10 mM DTT; pH = 8.0] versetzt und über Nacht bei 4 °C im Stickstoffzelt inkubiert. In den As-
says wurden 20 µM Protein, 300 µM SAM [Stammlösung: 25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 
10 mM DTT; 10 mM SAM; pH = 8.0] und 300 µM Natriumdithionit [Stammlösung: 25 mM 
Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; 10 mM DT; pH = 8.0] eingesetzt. Die Zugabe von DT er-
folgte dabei vor der Zugabe von SAM. In Kontrollen wurde entweder auf das Enzym oder auf 
das Reduktionsmittel verzichtet. Das Gesamtvolumen eines Assays betrug 47.5 µL. Die Reakti-
onstemperatur lag für AlbA bei 25 °C und für SkfB bei 23 °C. Die Reaktion wurde jeweils durch 
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die Zugabe von 2.5 µL Ameisensäure gestoppt. Anschließend wurden die Assays zentrifugiert 
(30 min; 13200 rpm) und per HPLC-MS (Kapitel 3.5.4) analysiert. 
3.4.2.1 SAM-Spaltungsaktivitätsassays mit DMSO 
Um die SAM-Spaltungsaktivität von AlbA unter Abhängigkeit des DMSO-Anteils zu untersuchen, 
wurde den Assays DMSO bis zu einer Konzentration von 44.1% hinzugefügt. Die restliche Zu-
sammensetzung war identisch mit der der oben beschriebenen Assays. Die Aufarbeitung wurde 
ebenfalls wie in Kapitel 3.4.2 beschrieben durchgeführt. 
3.4.3 Vorläuferpeptidmodifikationsassays 
Die Vorläuferpeptidmodifikationsassays wurden durchgeführt, um die von den untersuchten 
Radical SAM Enzymen katalysierten Reaktionen zu charakterisieren.  
3.4.3.1 Modifikationsassays mit dem Subtilosin A Vorläuferpeptid SboA 
Die Modifikationsassays mit dem Subtilosin A Vorläuferpeptid SboA (und Varianten) wurden 
unter anaeroben Bedingungen durchgeführt. Zur Entfernung des Sauerstoffs aus den aerob 
gereinigten AlbA und AlbA-Varianten (Kapitel 3.2.4.1) wurde je ein Aliquot Enzymlösung 
(200 µL) mit 50 µL Recon Puffer [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; pH = 8.0] ver-
setzt und über Nacht bei 4 °C im Stickstoffzelt inkubiert. Ein Assay hatte die folgende Zusam-
mensetzung: 20 µM Protein, 200 µM Vorläuferpeptid [Stammlösung: 5 mM Vorläuferpeptid in 
DMSO], 1 mM SAM [Stammlösung: 25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; 10 mM SAM; 
pH = 8.0], 1 mM Natriumdithionit [Stammlösung: 25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; 
10 mM DT; pH = 8.0] und 16% (v/v) DMSO mit einem Gesamtvolumen von 50 µL. In die En-
zymlösung wurde zunächst das Natriumdithionit gegeben. Danach erfolgte die Zugabe von 
DMSO und des Vorläuferpeptids. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von SAM gestartet. Der 
Assay wurde bei einer Temperatur von 25 °C durchgeführt. Nach 5 h wurde die Reaktion durch 
die Zugabe von 1 mL Methanol abgebrochen und der Assay wurde auf aufgearbeitet. In Kontrol-
len wurde auf die Zugabe von SAM und von Enzym verzichtet. 
Modifikationsassays mit Iodacetamidzugabe 
Um während der Assays nicht modifizierte Cysteinreste am Vorläuferpeptid zu markieren, wur-
de die Reaktionslösung vor der Zugabe von Methanol mit 10 µL einer 100 mM Iodacetamidlö-
sung [Lösungsmittel: Recon Puffer] versetzt und 1 h bei 25 °C inkubiert. Anschließend wurde 
1 mL Methanol hinzugefügt und der Assay wurde aufgearbeitet. 
METHODEN 
 82 
Zeitabhängige Vorläuferpeptidmodifikationassays 
Um die Zeitabhängikeit der Thioetherbrückenbildung zu untersuchen wurden Assays nach ver-
schiedenen Zeiten mit 10 µL einer 100 mM Iodacetamidlösung [Lösungsmittel: Recon Puffer] 
versetzt und 1 h bei 25 °C inkubiert. Dadurch stoppte die Reaktion, da noch nicht reagierte Cys-
teinreste irreversibel alkyliert wurden. Die Massendifferenz der unterschiedlich oft verbrückten 
SboA-Derivate wurde dadurch ebenfalls erhöht, was eine Differenzierung der verschiedenen 
Spezies über HPLC-HRMS-Analytik ermöglichte. Anschließend erfolgte die Zugabe von jeweils 
1 mL Methanol und die Assays wurden aufgearbeitet. 
Aufarbeitung der Vorläuferpeptidmodifikationsassays 
Nach Zugabe von Methanol wurde die erhaltene Lösung kurz vortexiert, über Nacht bei 4 °C 
inkubiert und das präzipitierte Protein zentrifugiert (30 min; 13200 rpm; 4 °C). Der Überstand 
wurde in ein neues 1.5 mL-Reaktionsgefäß überführt und mit Hilfe einer Concentrator 5301 Va-
kuumzentrifuge (Eppendorf) bei 25 °C bis 37 °C zur Trockne eingeengt. Der erhaltene Feststoff 
wurde in 110 µL 1 mM TCEP-Lösung [Lösungmittel: Methanol] gelöst und per HPLC-HRMS 
(Kapitel 3.5.5.1) analysiert. 
Vorläuferpeptidmodifikationsassays für Thermolysinverdaue 
Für den Thermolysinverdau wurden Assays mit einer SboA-Konzentration von 2 mM [Stammlö-
sung: 20 mM Vorläuferpeptid in DMSO] durchgeführt. Die Extraktion des modifizierten Vorläu-
ferpeptids wurde ebenfalls mit 1 mL Methanol durchgeführt. Am Ende der Aufarbeitung wurden 
drei Methanolextrakte zu einer Trockne, mit der ein Thermolysinverdau durchgeführt wurde 
(Kapitel 3.4.4), kombiniert.  
Carboxypeptidaseverdaue von modifizierten SboA  
Für den Carboxypeptidaseverdau wurde zunächst ein Modifikationsassay mit SboA angesetzt. 
Nach fünfstündiger Inkubation bei 25 °C wurde die Reaktionslösung mit jeweils 10 µL einer 
Carboxypeptidase A-haltigen [Stammlösung: 25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; Car-
boxypeptidase A 100 U/mL; pH = 8.0] und einer Carboxypeptidase B-haltigen [Stammlösung: 
25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; Carboxypeptidase B 100 U/mL; pH = 8.0] Lösung 
versetzt. Es wurde weitere 4 h bei 25 °C inkubiert. Anschließend wurde der Assay mittels 
HPLC-HRMS analysiert (Kapitel 3.5.5.1). 
3.4.3.2 Modifikationsassays mit dem Sporulation Killing Factor Vorläuferpeptid SerSkfA 
Die Modifikationsassays mit dem Sporulation Killing Factor Vorläuferpeptid SerSkfA (und Vari-
anten) wurden unter anaeroben Bedingungen durchgeführt. Zur Entfernung des Sauerstoffs aus 
den aerob gereinigten SkfB und SkfB-Varianten (Kapitel 3.2.4.2) wurde je ein Aliquot Enzymlö-
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sung (200 µL) mit 50 µL Recon Puffer [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; pH = 8.0] 
versetzt und über Nacht bei 4 °C im Stickstoffzelt inkubiert. Ein Assay hatte die folgende Zu-
sammensetzung: 20 µM Protein, 200 µM Vorläuferpeptid [Stammlösung: 5 mM Vorläuferpeptid 
in DMSO], 1 mM SAM [Stammlösung: 25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 10 mM DTT; 10 mM 
SAM; pH = 8.0] und 1 mM Natriumdithionit [Stammlösung: 25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 
10 mM DTT; 10 mM DT; pH = 8.0] mit einem Gesamtvolumen von 50 µL. In die Enzymlösung 
wurde zunächst das Natriumdithionit gegeben. Danach erfolgte die Zugabe des Vorläuferpep-
tids. Die Reaktion wurde durch die Zugabe von SAM gestartet. Der Assay wurde bei einer Tem-
peratur von 23 °C durchgeführt. Nach 4 h wurde die Reaktion durch Luftzugabe gestoppt. Vor 
der Analyse mittels HPLC-HRMS (Kapitel 3.5.5.1) wurde jeder Assay nochmals mit Luft geflutet, 
damit sich Disulfidbrücken ausbilden konnten. In der Kontrolle wurde auf die Zugabe von SkfB 
verzichtet. 
Modifikationsassays mit Iodacetamidzugabe 
Um während der Assays nicht modifizierte Cysteinreste am Vorläuferpeptid zu markieren, wur-
de die Reaktionslösung nach 4 h mit 5 µL einer 100 mM Iodacetamidlösung [Lösungsmittel: 
Recon Puffer] versetzt und 1 h bei 23 °C inkubiert. Anschließend wurde der Assay mittels 
HPLC-HRMS (Kapitel 3.5.5.1) analysiert. 
3.4.4 Thermolysinverdau 
Der Thermolysinverdau von Subtilosin A und dem dreifach verbrückten SboA-Derivat wurde 
nach einem leicht abgewandelten Protokoll von Babasaki et al. (Babasaki et al., 1985) durchge-
führt. Der Verdauassay besaß jeweils eine Thermolysinkonzentration von 1 mg/mL [Stammlö-
sung: 100 mM MES; 10 mM CaCl2; 10 mg/mL Thermolysin; pH = 6.5]. Als Puffer wurde MesA 
[100 mM MES; 10 mM CaCl2; pH = 6.5] verwendet. Das Assayvolumen betrug jeweils 100 µL. 
Es wurden 0,1 mg Subtilosin A (Kapitel 3.2.6) oder die Trockne von drei SboA-
Modifikationsassays mit erhöhter SboA-Menge (Kapitel 3.4.3.1) verdaut. Jeder Verdauassay 
wurde 75 h bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert. Anschließend wurde der Assay zentrifu-
giert (30 min; 13200 rpm) und mit Hilfe von HPLC-HRMS (Kapitel 3.5.5.2) untersucht. 
3.5 Analytische Methoden 
3.5.1 Bestimmung des Eisengehalts von Proteinen 
Die Bestimmung des Eisengehalts wurde nach einem Protokoll von Fish et al. (Fish, 1988) 
durchgeführt. Vorhandenes Eisen(II) wird dabei mit Ferene (Dinatrium-3-(2-Pyridyl)-5,6-bis(5-
sulpho-2-furyl)-1,2,4-Triazin; Abbildung 3.1) komplexiert. Der Eisen(II)-Ferene Komplex besitzt 
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einen hohen Extinktionskoeffizienten von ca. 35000 M-1cm-1 bei einer Wellenlänge von 593 nm, 
über den die Eisenkonzentration bestimmt werden kann. 
 
 
Abbildung 3.2: Struktur von Ferene. 
 
Zur Eisenbestimmung wurden zunächst die zu untersuchenden Proteinlösungen [20 µL – 50 µL; 
Konzentration Stammlösung: 50 µM – 70 µM] mit ddH2O auf ein Volumen von 100 µL aufgefüllt. 
Anschließend wurden je 100 µL 1%ige (v/v) Salzsäure hinzugegeben und 10 min bei 80 °C und 
300 rpm im Heizschüttler inkubiert, um in Proteinen gebundenes Eisen zu lösen. Nachdem die 
Proben abgekühlt waren, wurden sie jeweils mit 500 µL 7.5%iger (w/v) Ammoniumacetatlösung, 
100 µL 4%iger (w/v) Ascorbinsäurelösung, 100 µL 2.5%iger (w/v) SDS-Lösung und 100 µL 
1.5%iger (w/v) Ferenelösung versetzt. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Proben 
kurz vortexiert. Abschließend wurden die Proben 5 min bei 9000 rpm zentrifugiert, Die Bestim-
mung der Absorption bei einer Wellenlänge von 593 nm wurde mit einem Ultaspec 3000 Pho-
tometer (Pharmacia Biotech) durchgeführt. Als Kontrolle wurde ddH2O verwendet. Eine Eichge-
rade wurde mit Eisenstandards [Eisengehalt: 2 nmol – 40 nmol] erstellt. 
3.5.2 Bestimmung des Sulfidgehalts von Proteinen 
Die Bestimmung des Sulfidgehalts wurde nach einem Protokoll von Siegel et al. (Siegel, 1965) 
durchgeführt. Dazu werden aus der Probe gefällte Sulfid-Ionen durch Zugabe von Säure und 
DMPD für die Bildung von Methylenblau genutzt (Abbildung 3.3). Durch Bestimmung der Ab-
sorption bei einer Wellenlänge von 670 nm - dem Absorptionsmaximum von Methylenblau - 
kann der Sulfidgehalt berechnet werden werden. 
 
 
Abbildung 3.3: Bildungseaktion von Methylenblau aus DMPD und Schwefelwasserstoff. 
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Zur Bestimmung des Sulfidgehaltes wurden zunächst die zu untersuchenden Proteinlösungen 
[20 µL – 50 µL; Konzentration Stammlösung: 50 µM – 70 µM] mit ddH2O auf ein Volumen von 
200 µL aufgefüllt. Danach wurden die Proben mit 600 µL einer 1%igen (w/v) Zinkacetatlösung 
und 50 µL 7%iger (w/v) Natronlauge versetzt. Es wurde 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Dabei denaturierten die Proteine und freigesetzte Sulfid-Ionen wurden in Form von schwerlösli-
chem Zinksulfid gebunden. Im Anschluss wurden die Proben für 10 s bei 9000 rpm zentrifugiert. 
Die weiteren Schritte wurden für jede Probe separat durchgeführt, um den Verlust an Schwefel-
wasserstoff zu minimieren. Das bei der Zentrifugation entstandene Pellet wurde durch Zugabe 
von 150 µL 0.1%iger (w/v) DMPD-Lösung [in 5 M Salzsäure] gelöst. Umgehend wurden 150 µL 
einer 10  mM Eisen(III)chloridlösung [in 1 M Salzsäure] hinzugegeben. Anschließend wurde die 
Probe für 30 s vortexiert und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Bestimmung der Ab-
sorption bei einer Wellenlänge von 670 nm erfolgte mit einem Ultraspec 3000 Photometer 
(Pharmacia Biotech). Als Kontrolle wurde ddH2O verwendet. Eine Eichgerade wurde mit Sulfid-
standards [Sulfidgehalt: 2 nmol – 50 nmol; Stammlösung enthielt 10 mM Natronlauge] erstellt. 
3.5.3 Peptidmassenfingerabdruck 
Der Peptidmassenfingerabdruck (engl. peptide mass fingerprinting) wurde durchgeführt, um die 
Richtigkeit der heterolog expremierten Proteine zu bestätigen. Dazu wurde zunächst eine SDS-
PAGE des zu untersuchenden Proteins durchgeführt. Die Bande, die dem berechneten Moleku-
largewicht des Proteins entsprach, wurde ausgeschnitten und in ein 1.5 mL-Reaktionsgefäß 
überführt. Die Gelbande wurde mit 200 µL Waschlösung [200 mM NH4HCO3; 50% (v/v) CH3CN] 
versetzt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde das Lösungsmittel mit Hilfe einer 
Concentrator 5301 Vakuumzentrifuge (Eppendorf) bei 37 °C wieder entfernt. Durch Zugabe von 
20 µL einer Trypsin-haltigen Lösung [0.02 µg/µL Trypsin; 10% (w/v) NH4HCO3; 10% (v/v) 
CH3CN; pH = 8.1] wurde der Verdau des denaturierten Proteins innerhalb der Gelbande initiiert. 
Nach 45 minütiger Inkubation bei 37 °C wurde überschüssige Trypsin-haltige Lösung entfernt 
und es wurde für weitere 16 h bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurde die Gelbande mit 25 µL 
Diffusionslösung [1% (v/v) TFA; 10 % (v/v) CH3CN; pH = 8.1] versetzt und 45 min im Ultra-
schallbad bei Raumtemperatur behandelt, um Peptidfragmente aus dem Gel zu eluieren. Die 
erhaltene Lösung wurde mittels eines Nano RSLC Orbitrap Velos Pro Systems (Thermo Fischer 
Scientific) analysiert. Die Identifikation der Proteine gelang durch Vergleich des Peptidmassen-
fingerabdrucks mit der MASCOT-Datenbank. 
3.5.4 HPLC-MS 
Die HPLC-MS-Analysen (engl. high performance liquid chromatography mass spectrometry) 
wurden mit einem Series 1100/1200 HPLC-System (Agilent) mit angeschlossenen Agilent Se-
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ries 1100 MSD Massendetektor (HP) durchgeführt, um die SAM-Spaltungsaktivität der unter-
suchten Radical SAM Enzyme zu überprüfen (Kapitel 3.4.2). Zur Stofftrennung wurde eine Hy-
percarb 100/2.1 5µm-Säule (Thermo Scientific) verwendet. Als Laufmittel wurden ddH2O 
(LaufC), das 20 mM NFPA enthielt, und Acetonitril (LaufD) verwendet. Das Injektionsvolumen 
betrug 12 µL und die Flussrate 0.2 mL/min. Der verwendete Gradient ist in Tabelle 3.7 zusam-
mengefasst. Die Säulentemperatur wurde auf 20 °C reguliert. 
 
Tabelle 3.7: Verwendeter Gradient für die Trennung der SAM-Spaltungsprodukte. 
Zeit Konzentration LaufD 
0 min 0% 
25 min 100% 
27 min 100% 
 
Im Anschluss an den Gradienten wurde die Säule 7 min mit LaufC gespült. Das Chromato-
gramm der Trennung wurde durch eine UV-Detektoreinheit, deren Wellenlänge auf 260 nm ein-
gestellt war, ermittelt. Der angeschlossene Massendetektor wurde im Single-Ion Mode (m/z: 
151.2; m/z: 253.1; m/z: 400.1; m/z: 299.1) betrieben. Eine Eichgerade, die die 5’-
Deoxyadenosinkonzentration mit dem Integral der UV-Absorption bei 260 nm korreliert, wurde 
ebenfalls erstellt (Anhang). 
3.5.5 HPLC-HRMS 
Für die HPLC-HRMS-Analysen (engl. high performance liquid chromatography high resolution 
mass spectrometry) wurde ein Series 1100/1200 HPLC-System (Agilent), das mit einem LTQ-
FT-ICR-Massenspektrometer (Thermo Fischer Scientific) verbunden war, verwendet. Durch die 
Verwendung eines LTQ-FT-ICR-Massenspektrometers ist eine exakte Massenbestimmung 
möglich, da dessen Messgenauigkeit im Idealfall bei einer maximalen Abweichung von 2 ppm 
liegt. Die HPLC-HRMS wurde für die Analyse der Vorläuferpeptidmodifikationsassays, der 
Thermolysinverdaue, der Carboxypeptidaseverdaue und der produzierten Subtilosin A-
Varianten verwendet. 
3.5.5.1 Analyse der Vorläuferpeptidassays und der Carboxypeptidaseverdaue 
Für die Analyse der Vorläuferpeptidassays und der Carboxypeptidaseverdaue (Kapitel 3.4.3) 
kam eine Jupiter 5u C4 300A 150/2 5µm-Säule (Phenomenex) zum Einsatz. Als Laufmittel wur-
den ddH2O (LaufA) und Acetonitril (LaufB), die einen TFA-Anteil von jeweils 0.1% (v/v) besa-
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ßen, verwendet. Die Flussrate lag bei 0.5 mL/min. Das Injektionsvolumen betrug, wie in Kapitel 
3.4.3 beschrieben, zwischen 45 µL und 100 µL. Der verwendete Laufmittelgradient ist in Tabelle 
3.8 gezeigt. Die Säulentemperatur betrug 30 °C. 
 
Tabelle 3.8: Verwendeter Gradient für die Trennung der Vorläuferpeptidassays, der Carboxypeptidaseverdaue und 
der Thermolysinverdaue. 
Zeit Konzentration LaufB 
0 min 10% 
20 min 40% 
35 min 95% 
37 min 95% 
 
Im Anschluss an den Gradienten wurde die Säule für 6 min mit 10% LaufB gespült. Während 
des Laufes wurde die Absorption bei einer Wellenlänge von 215 nm aufgenommen, um ein 
Chromatogramm der Trennung zu erhalten. Das angeschlossene LTQ-FT-ICR-Massenspektro-
meter detektierte Ionen mit einem Masse zu Ladungsverhältnis von 200 bis 2000 Einheiten. Für 
die Analyse der SerSkfA-Modifikationsassays wurde zusätzlich eine in-source fragmentation mit 
einer Spannung von 30 V durchgeführt, um die Bildung von SerSkfA-TFA-Addukten zu verhin-
dern. 
3.5.5.2 Analyse der Thermolysinverdaue 
Für die Trennung der Thermolysinverdaue (Kapitel 3.4.4) wurde eine Jupiter 5u C4 300A 150/2 
5µm-Säule (Phenomenex) verwendet. Als Laufmittel kamen ddH2O (LaufE) und Acetonitril 
(LaufF), die jeweils einen Ameisensäure-Anteil von 0.1% (v/v) besaßen, zum Einsatz. Die Fluss-
rate lag bei 0.2 mL/min und das Injektionsvolumen bei 90 µL. Die Temperatur der Säule wurde 
auf 30 °C reguliert. Der Gradient der Trennung ist in Tabelle 3.9 zusammengefasst. 
Im Anschluss an den Gradienten wurde die Säule jeweils 8 min mit 2% LaufF gespült. Zur Auf-
nahme eines Chromatogramms der Trennung wurde die Absorption bei einer Wellenlänge von 
215 nm detektiert. Das mit dem HPLC-System verknüpfte LTQ-FT-ICR-Massenspektrometer 
detektierte Ionen mit einem Masse zu Ladungsverhältnis von 200 bis 2000 Einheiten. Falls be-
nötigt, wurden MSMS-Spektren von spezifischen Peptidfragmenten gemessen. 
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Tabelle 3.9: Verwendeter Gradient für die Trennung der Thermolysinverdaue. 
Zeit Konzentration LaufF 
0 min 2% 
3 min 2% 
5 min 10% 
35 min 55% 
38 min 100% 
40 min 100% 
 
3.5.5.3 Analyse der Produktion der generierten Subtilosin A-Varianten 
Für die Analyse der Produktion der Subtilosin A-Varianten (Kapitel 3.3.1 und 3.3.2.2) wurde 
eine EC 125/2 Nucleodur 100-3 C18ec-Säule (Macherey Nagel) verwendet. Als Laufmittel ka-
men ddH2O (LaufG) und Acetonitril (LaufH), denen jeweils 0.05% (v/v) Ameisensäure zugesetzt 
war, zum Einsatz. Die Flussrate lag bei 0.2 mL/min, die Säulentemperatur bei 30 °C und das 
Injektionsvolumen betrug jeweils 50 µL. Der verwendete Gradient ist in Tabelle 3.10 zusam-
mengefasst. 
 
Tabelle 3.10: Verwendeter Gradient für die HPLC-HRMS-Analyse der produzierten Subtilosin A-Spezies. 
Zeit Konzentration LaufH 
0 min 2% 
5 min 2% 
7 min 10% 
37 min 40% 
42 min 95% 
45 min 95% 
 
Nach dem Gradienten wurde die Säule 5 min mit 95% Laufmittel LaufF gespült. Das Chromato-
gramm der Trennung wurde durch Aufzeichnung der Absorption bei einer Wellenlänge von 
215 nm erstellt. Durch das angeschlossene LTQ-FT-ICR-Massenspektrometer wurden Ionen 
mit einem Masse zu Ladungsverhältnis von 200 bis 2000 Einheiten detektiert.  
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3.5.5.4 Direkte Massenbestimmung (Direct-MS) 
Für die direkte Massenbestimmung (Direct-MS) wurde keine Trennsäule verwendet. Die Probe 
wurde direkt in den Massendetektor injiziert. Als Laufmittel wurde Acetonitril mit einem TFA-
Anteil von 0.1% eingesetzt. Die Flussrate betrug 0.5 mL/min. Es wurde ein Bereich mit einem 
Masse zu Ladungsverhältnis von 200 bis 2000 Einheiten detektiert. 
3.6 Spektroskopische Methoden 
3.6.1 UV-Vis-Spektroskopie 
3.6.1.1 UV-Vis-Spektroskopie von Eisen- und Schwefel-haltigen Proteinen 
Für die UV-Vis-Spektroskopie von Eisen- und Schwefel-haltigen Proteinen wurde ein Ultraspec 
3000 Spektrometer (Amersham Biosciences) verwendet. Die Messungen wurden unter aeroben 
Bedingungen durchgeführt. Das Datenintervall betrug, bei einer Messgeschwindigkeit von 
900 nm/min 0.5 nm. Die Konzentration der zu analysierenden Proteinlösung betrug 15 µM bis 
20 µM. Das Messvolumen lag bei 800 µL. Zur Analyse reduzierter Proben wurde die Lösung mit 
100 eq Natriumdithionit versetzt. Als Referenz wurde der Puffer TrisA [25 mM Tris/HCl; 150 mM 
NaCl; pH = 8.0] verwendet. 
3.6.1.2 AlbA-SboA-Interaktionsspektroskopie 
Die AlbA-SboA-Interaktionsspektroskopie wurde ebenfalls unter aeroben Bedingungen mit ei-
nem Ultraspec 3000 Spektrometer (Amersham Biosciences) durchgeführt. Die Messgeschwin-
digkeit lag ebenfalls bei 900 nm/min und das Datenintervall bei 0.5 nm. Die Proteinkonzentrati-
on an Radical SAM Enzym betrug jeweils 15 µM. Jeder Probe wurde DMSO zu einem Anteil 
von 16% (v/v) zugesetzt. Für die Messung von AlbA-SboA bzw. AlbA-llSboA-Interaktions-
spektrum wurde die Probe mit dem jeweiligen Vorläuferpeptid zu einer Konzentration von 60 µM 
versetzt. Das Probenvolumen betrug jeweils 800 µL. Als Referenz diente Puffer TrisA 
[25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH = 8.0] mit einem DMSO-Anteil von 16% (v/v). 
3.6.2 EPR-Spektroskopie 
Zur Aufnahme der Tieftemperatur EPR-Spektren von AlbA und SkfB wurde ein Bruker ESP 
300E EPR Spektrometer verwendet. Es wurden jeweils AlbA und SkfB verwendet, die unter 
streng anaeroben Bedingungen entsalzt wurden (Kapitel 3.2.4.1 und 3.2.4.2). Das Probenvolu-
men betrug jeweils 400 µL. Die Proben wurden unter streng anaeroben Bedingungen in die 
EPR-Röhrchen gefüllt und umgehend in flüssigem Stickstoff eingefroren. Falls reduziertes Pro-
tein untersucht werden sollte, wurden jeweils 500 µL Proteinlösung mit 50 µL einer Natrium-
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dithionitlösung [25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; 100 mM DT; pH = 8.0] versetzt. Die gezeigten 
EPR-Spektren entsprechen einer Akkumulation von 16 Messungen. Die Bedingungen für alle 
gemessenen EPR-Spektren sind in Tabelle 3.11 zusammengefasst. 
 
Tabelle 3.11: Messbedingungen der EPR-Spektren. Es wurde jeweils rekonstituiertes Protein eingesetzt. 
Protein Konzentration Temperatur Frequenz Mikrowellenleistung 
AlbA 95 µM 2.7 K 9.23924 GHz 34 dB 
red. AlbA 86 µM 2.7 K 9.24024 GHz 34 dB 
AlbAC129A,C133A,C136A 205 µM 2.6 K 9.24137 GHz 46 dB 
red. AlbAC129A,C133A,C136A 186 µM 2.4 K 9.24052 GHz 46 dB 
AlbAC408A,C414A,C417A 80 µM 2.7 K 9.23840 GHz 46 dB 
red. AlbAC408A,C414A,C417A 73 µM 2.7 K 9.23736 GHz 46 dB 
SkfB 93 µM 14 K 9.24096 GHz 48 dB 
red. SkfB 85 µM 7 K 9.24226 GHz 48 dB 
red. SkfBC117A,C121A,C124A 191 µM 20 K 9.24463 GHz 28 dB 
SkfBC380A,C385A,C387A 174 µM 20 K 9.24399 GHz 20 dB 
red. SkfBC380A,C385A,C387A 158 µM 10 K 9.24514 GHz 28 dB 
 
Zur Messung der temperaturabhängigen EPR-Spektren wurde die Mikrowellenleistung auf 
10 dB eingestellt. 
3.7 Kristallisation 
Zur Strukturbestimmung sollte anaerob gereinigtes SkfB kristallisiert werden. Für die Kristallisa-
tion wurde auf das Verfahren der Dampfphasendifusion (sitting drop) zurückgegriffen. Alle Ar-
beiten wurden in Kooperation mit Dr. Gunhild Layer an der TU-Braunschweig durchgeführt. 
Für die Kristallisation wurde frisch anaerob gereinigtes SkfB auf eine Konzentration von ca. 
10 mg/mL unter anaeroben Bedingungen konzentriert. Die Lösung wurde mit 2 mM SAM 
[Stammlösung: 200 mM SAM; 25 mM Tris/HCl; 150 mM NaCl; pH = 8.0] versetzt und umgehend 
für die Kristallisation unter streng anaeroben Bedingungen verwendet. Dafür wurden Kristallisa-
tionsplatten mit jeweils 96 Reservoirs genutzt. In einer Kristallisationsbedingung wurden jeweils 
1.5 µL Proteinlösung mit 1.5 µL Reservoirlösung [Reservoirvolumen: 100 µL] gemischt. Es wur-
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den Kristallisationsscreens von Qiagen verwendet. Nach erfolgreichem Ansetzten aller Bedin-
gungen wurden die Kristallisationplatten unter anaeroben Bedingungen bei 17 °C gelagert. 
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4. Ergebnisse 
4.1 Studien zur Subtilosin A Biosynthese  
4.1.1 Klonierung, Expression und Reinigung von AlbA 
Das Gen des Radical SAM Enzyms AlbA aus B. subtilis 168 wurde von Antje Schäfer (AG Ma-
rahiel) im Rahmen der Diplomarbeit von Michael Gattner (Gattner, 2010) in den Expressions-
vektor pETM-10 kloniert (Abbildung 4.1a). Die Expression wurde in E. coli BL21 (DE3)-Zellen 
durchgeführt. Das Reinigungsprotokoll wurde für die hier beschriebenen und durchgeführten 
Arbeiten, überarbeitet. Im Vergleich zu den Diplomarbeiten von Michael Gattner (Gattner, 2010) 
und Leif Flühe (Flühe, 2010) wurde AlbA hier mittels Ni2+-NTA Affinitätschromatographie mit 
einem flachen Imidazolgradienten von den restlichen Proteinkomponenten getrennt. Dadurch 
ließ sich die Ausbeute an Radical SAM Enzym auf ca. 11 mg pro Liter Bakterienkultur erhöhen. 
Die Reinheit des erhaltenen Proteins ist in Abbildung 4.1b gezeigt. 
 
 
Abbildung 4.1: Klonierung, Expression und Reinigung von AlbA. (A) Der von Antje Schäfer hergestellte pETM-10 
albA-Expressionsvektor. (B) SDS-PAGE nach der Reinigung per Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie 1: Marker; 2: 
vereinigte AlbA enthaltende Fraktionen 
 
4.1.2 Reinigung der AlbA-Mutanten innerhalb des CXXXCXXC-Motivs 
Die vier AlbA-Mutanten AlbAC129A, AlbAC133A, AlbAC136A und AlbAC129A C133A C136A, die Mutationen 
innerhalb des für Radical SAM Enzyme charakteristischen CXXXCXXC-Motivs enthalten, wur-
den über die SLIM-Methode generiert. Ihre Reinigung erfolgte analog der von AlbA (Abbildung 
4.2). Die Ausbeute der AlbA-Varianten lag zwischen 10 mg bis 12 mg pro Liter Bakterienkultur. 
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Abbildung 4.2: SDS-PAGE der per Ni2+-Affinitätschromatograpie gereinigten AlbA-Mutanten. 1: Marker; 2: AlbAC129A; 
3: AlbAC133A; 4: AlbAC136A; 5: AlbAC129A C133A C136A 
 
4.1.3 Bestimmung des Eisen- und Schwefelgehalts von AlbA und AlbA-Varianten 
Der Eisen- bzw. Schwefelgehalt von AlbA wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit nicht erneut 
bestimmt. Daher ist auf vorherige Ergebnisse, die in den Diplomarbeiten von Michael Gattner 
und Leif Flühe erzielt wurden, verwiesen. Nach der Reinigung konnten in AlbA 0.6 Äquivalente 
Eisen in Form von Fe(III) und 0.5 Äquivalente Schwefel in Form von Sulfid nachgewiesen wer-
den (Gattner, 2010). Da diese Mengen für ein Fe/S-Cluster-enthaltendes Protein sehr gering 
sind, wurde es chemisch rekonstituiert. Dabei färbte sich die Proteinlösung von Hellbraun zu 
einem dunklen Kastanienbraun. Der Eisen- und Schwefelgehalt von AlbA erhöhte sich durch die 
Rekonstitution drastisch auf 7.2 ± 0.3 Äquivalente Eisen bzw. 7.7 ± 0.4 Äquivalente Schwefel 
(Flühe, 2010). 
Der Eisengehalt der rekonstituierten AlbA-Varianten AlbAC129A und AlbAC129A C133A C136A wurde im 
Rahmen dieser Doktorarbeit bestimmt. Die Eisenmenge wurde mit folgender Eichgerade (Be-
stimmung siehe Tabelle A.1 und Abbildung A.1) aus der jeweiligen optischen Dichte bei 593 nm 
(OD593) berechnet: 
 𝑛 𝐹𝑒 =   29.9  𝑛𝑚𝑜𝑙 ∙ 𝑂𝐷!"# 
 
Die Ergebnisse der AlbAC129A und AlbAC129A C133A C136A-Mutanten sind in Tabelle 4.1 bzw. Tabel-
le 4.2 zusammengefasst. 
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Tabelle 4.1: Bestimmung des Eisengehaltes der rekonstituierten AlbAC129A-Variante. 
n (AlbAC129A) OD593 n (Fe3+) Verhältnis AlbAC129A:Fe3+ 
1.34 nmol 0.259 7.74 nmol 1 : 5.78 
1.68 nmol 0.329 9.84 nmol 1 : 5.86 
1.68 nmol 0.322 9.63 nmol 1 : 5.73 
2.01 nmol 0.382 11.4 nmol 1 : 5.67 
2.01 nmol 0.392 11.7 nmol 1 : 5.82 
2.35 nmol 0.452 13.5 nmol 1 : 5.74 
 
Tabelle 4.2: Bestimmung des Eisengehaltes der rekonstituierten AlbAC129A C133A C136A-Variante. 
n (AlbAC129A C133A C136A) OD593 n (Fe3+) Verhältnis AlbAC129A C133A C136A:Fe3+ 
1.61 nmol 0.292 8.73 nmol 1 : 5.42 
2.14 nmol 0.362 10.8 nmol 1 : 5.05 
2.14 nmol 0.356 10.6 nmol 1 : 4.95 
2.68 nmol 0.475 14.2 nmol 1 : 5.30 
2.68 nmol 0.451 13.5 nmol 1 : 5.04 
3.21 nmol 0.562 16.8 nmol 1 : 5.23 
 
Die Eisengehalte der Mutanten wurden jeweils sechsmal bestimmt. Aus den Messwerten erge-
ben sich ein durchschnittlicher Eisengehalt für AlbAC129A von 5.77 ± 0.05 Äquivalenten und ein 
durchschnittlicher Eisengehalt für AlbAC129A C133A C136A  von 5.17 ± 0.15 Äquivalenten. 
4.1.4 Bestimmung der SAM-Spaltungsaktivität von AlbA 
Wie in Kapitel 1.3 erläutert, ist das charakteristische Merkmal aller Radical SAM Enzyme die 
reduktive Spaltung von SAM in Methionin und das 5’-dA-Radikal. Wird die Reaktion ohne das 
zweite Enzymsubstrat durchgeführt, bildet sich 5’-Deoxyadenosin, da das gebildete Radikal in 
diesem Fall mit verschiedenen Komponenten aus seiner Umgebung, wie z. B. Protein oder Lö-
sungsmittel, reagiert (Abbildung 4.3) (Chatterjee et al., 2008; Duschene and Broderick, 2010). 
Die Bildung von 5’-Deoxyadenosin und Methionin in einem SAM-Spaltungsaktivitätsassay kann 
mittels HPLC-MS detektiert werden. Dadurch lässt sich unwiderruflich beweisen, dass es sich 
bei dem untersuchten Protein um ein Radical SAM Enzym handelt. 
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Abbildung 4.3: Überblick über die von Radical SAM Enzymen katalysierte SAM-Spaltung unter reduktiven Bedin-
gungen. Das zunächst gebildete 5’-dA-Radikal reagiert bei Abwesenheit des zweiten Substrats mit der Umgebung zu 
5’-Deoxyadenosin. 
 
Zur Untersuchung der SAM-Spaltungsaktivität wurden vier verschiedene Assayzusammenset-
zungen getestet. Der jeweilige Assay wurde nach jeweils vierstündiger Inkubation gestoppt und 
mittels analytischer HPLC-MS untersucht (Abbildung 4.4). In der ersten Kontrollreaktion (Chro-
matogramm IV) wurde SAM mit Natriumdithionit unter anaeroben Bedingungen inkubiert. Kon-
trolle 2 wurde mit SAM und rekonstituiertem AlbA, aber ohne Reduktionsmittel, durchgeführt 
(Chromatogramm III). Die dritte Kontrollreaktion wurde mit SAM, Natriumdithionit als Reduk-
tionmittel und nicht rekonstituiertem AlbA durchgeführt (Chromatogramm II). Für die eigentliche 
Reaktion (Chromatogramm I) wurden SAM, Natriumdithionit und rekonstituiertes AlbA verwen-
det. 
 
 
Abbildung 4.4: Single-Ion-Chromatogramme (SICs) der SAM-Spaltungsaktivitätsassays mit AlbA. Die grauen Chro-
matogramme entsprechen Standards von Methionin (Met), SAM, und 5’-Deoxyadenosin (5’-dA). Die blauen Chroma-
togramme zeigen die HPLC-MS-Analysen der verschiedenen Assayzusammensetzungen. 
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In den Kontrollen 1 und 2 ist keine Bildung von Methionin und 5’-Deoxyadenosin zu beobach-
ten. In Anwesenheit von nicht rekonstituiertem AlbA und Reduktionsmittel wurden sehr kleine 
Mengen 5’-dA gebildet. Nur bei Verwendung des rekonstituierten Enzyms in Anwesenheit von 
Reduktionsmittel ist die Bildung von hohen Mengen an Met und 5’-dA zu beobachten. Die Ana-
lyse des UV-Peaks von 5’-dA bei einer Wellenlänge von 260 nm ergab, dass nach vierstündiger 
Inkubation ca. 8 von den eingesetzten 15 Äquivalenten SAM in 5’-dA umgesetzt wurden. 
4.1.4.1 Bestimmung der SAM-Spaltungsaktivität von AlbA in Anwesenheit von DMSO 
Das Subtilosin A Vorläuferpeptid SboA ist in Wasser unlöslich, besitzt aber in DMSO eine sehr 
hohe Löslichkeit. Um Vorläuferpeptidmodifikationsassays durchführen zu können, wurde daher 
die SAM-Spaltungsaktivität von rekonstituiertem AlbA in geringen DMSO-Konzentrationen ge-
testet. Die Ergebnisse wurden der Diplomarbeit von Leif Flühe entnommen (Abbildung 4.5) 
(Flühe, 2010). 
 
 
Abbildung 4.5: Single-Ion-Chromatogramme (SICs) der SAM-Spaltungsaktivitätsassays bei verschiedenen DMSO-
Konzentrationen (blau). Die grauen Chromatogramme zeigen Standards von Met, SAM und 5’-dA. Sie SAM-Spal-
tungsaktivitätsassays wurden noch nach einem alten Protokoll durchgeführt (Flühe, 2010). Daher ist auch bei Abwe-
senheit von DMSO nur die Spaltung von einem Äquivalent SAM zu beobachten. 
 
Es ist zu beobachten, dass die SAM-Spaltungsaktivität von rekonstituiertem AlbA mit zuneh-
mender DMSO-Konzentration abnimmt. Bei einer DMSO-Konzentration von 16.8% zeigt rekon-
stituiertes AlbA noch eine für die Vorläuferpeptidmodifikationsassays ausreichende Spaltungs-
aktivität, die bei einem DMSO-Gehalt von 44.1% nicht mehr zu beobachten ist. Löslichkeitsun-
tersuchungen zeigten, dass sich SboA in 16% DMSO in ausreichenden Mengen lösen lässt. Die 
SboA-Modifikationsassays wurden daher mit einem DMSO-Gehalt von 16% durchgeführt. 
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4.1.5 Bestimmung der SAM-Spaltungsaktivität von den AlbA-Varianten 
Die SAM-Spaltungsaktivität von den AlbA-Mutanten AlbAC129A C133A C136A, AlbAC129A, AlbAC133A 
und AlbAC136A wurde untersucht, um zu überprüfen, ob die drei Cysteine innerhalb des 
CXXXCXXC-Motivs an der Koordination des für die SAM-Spaltung benötigten [4Fe-4S]-Clusters 
beteiligt sind. Die Ergebnisse der HPLC-MS-Analyse der Assays sind in Abbildung 4.6 gezeigt. 
 
 
Abbildung 4.6: Single-Ion Chromatogramme (SICs) der SAM-Spaltungsaktivitätsassays der vier untersuchten AlbA-
Varianten (blau). Die grauen Chromatogramme zeigen Standards von Met, SAM und 5’-dA. 
 
Keiner der untersuchten rekonstituierten Mutanten ist mehr in der Lage, SAM reduktiv in Me-
thionin und 5’-dA zu spalten. Die drei Cysteinreste des CXXXCXXC-Motivs sind demnach für 
die Koordination des für die Generierung des 5’-dA-Radikals benötigten Fe/S-Clusters verant-
wortlich. 
4.1.6 Spektroskopische Charakterisierung der in AlbA gebundenen Fe/S-Cluster 
Der für AlbA bestimmte Eisen- und Schwefelgehalt von 7.2 ± 0.3 bzw. 7.7 ± 0.4 Äquivalenten 
und der für die AlbAC129A C133A C136A-Variante bestimmte Eisengehalt von 5.17 ± 0.15 lässt vermu-
ten, dass das Protein über mehr als einen Fe/S-Cluster, der über das für Radical SAM Enzyme 
typische CXXXCXXC-Motiv koordiniert ist, verfügt. Zur Charakterisierung der möglichen Fe/S-
Cluster wurde AlbA mittels UV-Vis- und EPR-Spektroskopie charakterisiert (Abbildung 4.7).  
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Abbildung 4.7: Spektroskopische Charakterisierung von rekonstituiertem AlbA. (A) UV-Vis-Spektren von reduzier-
tem (grau) und nicht reduziertem (blau), jeweils rekonstituiertem AlbA. Im Spektrum des oxidierten Enzyms sind Ab-
sorptionsbanden bei 325 nm und 410 nm zu beobachten. (B) EPR-Spektren von reduziertem (grau) und nicht redu-
ziertem (blau), jeweils rekonstituiertem AlbA. Das Spektrum von reduziertem AlbA zeigt EPR-Signale bei g = 2.03 und 
g = 1.92. 
 
Das UV-Vis-Spektrum von nicht reduziertem AlbA (Abbildung 4.7a) zeigt die für Fe/S-Cluster-
haltige Proteine typischen Absorptionsbanden bei 325 nm und 410 nm (Hagen and Watson, 
1983; Külzer et al., 1998). Die Bande bei 410 nm ist charakteristisch für [4Fe-4S]-Cluster, wäh-
rend z. B. [2Fe-2S]-Cluster eine typische Absorptionsbande bei 460 nm besitzen (Ugulava et 
al., 2000). Das UV-Vis-Spektrum von reduziertem AlbA zeigt keine spezifischen Absorptions-
banden. Im Gegensatz dazu ist reduziertes AlbA EPR-aktiv (Abbildung 4.7b) und zeigt deutliche 
Signale bei g = 2.03 und g = 1.92. Diese gemessenen g-Werte sind charakteristisch für [4Fe-
4S]+-Cluster-enthaltende Proteine (Sweeney and Rabinowitz, 1980). Im nicht reduzierten Zu-
stand zeigt AlbA keine charakteristische Absorptionsbande. Eine mögliche Erklärung dafür wä-
re, dass AlbA nur [2Fe-2S]- und [4Fe-4S]-Cluster besitzt, da [4Fe-4S]2+- und [2Fe-2S]2+-Cluster 
diamagnetisch sind, d. h. keine ungepaarten Elektronen besitzen, und daher EPR-inaktiv sind 
(Sweeney and Rabinowitz, 1980). Um die genaue Konstitution eines zweiten in AlbA gebunde-
nen Fe/S-Clusters zu bestimmen, wurde die rekonstituierte AlbA-Mutante AlbAC129A C133A C136A, in 
der die drei Cysteinereste, die den ersten [4Fe-4S]-Cluster koordinieren, durch Alanin ersetzt 
wurden,  ebenfalls mittels UV-Vis- und EPR-Spektroskopie untersucht (Abbildung 4.8). Ein um 
ca. 3 Äquivalente reduzierter Eisengehalt und die Tatsache, dass das Enzym nicht mehr die 
SAM-Spaltung in Met und 5’-dA katalysiert, zeigen, dass die Entfernung des durch das 
CXXXCXXC-Motiv gebundenen [4Fe-4S]-Clusters erfolgreich war. 
Wie schon im UV-Vis Spektrum (Abbildung 4.8a) von nicht reduziertem AlbA sind im Spektrum 
von nicht reduziertem AlbAC129A C133A C136 Absorptionsbanden bei 325 nm und 410 nm zu be-
obachten, die typisch für [4Fe-4S]-Cluster sind. Dieser Sachverhalt deutet darauf hin, dass AlbA 
einen zweiten [4Fe-4S]-Cluster besitzt. Im reduzierten Zustand sind keine spezifischen Absorp-
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tionsbanden zu beobachten. Die reduzierte Form ist hingegen EPR-aktiv (Abbildung 4.8b) und 
zeigt ein Spektrum mit Signalen bei g = 2.02 und g = 1.92, die charakteristisch für [4Fe-4S]+-
Cluster sind. Unter Umständen kann ein im Protein gebundener [2Fe-2S]+-Cluster ein sehr ähn-
liches Signal besitzen. Daher wurde zusätzlich die Temperaturabhängigkeit der Intensität des 
EPR-Signals bei g = 1.92 bestimmt (Abbildung 4.9).  
 
Abbildung 4.8: Spektroskopische Charakterisierung der rekonstituierten AlbA-Variante AlbAC129A C133A C136A. (A) UV-
Vis-Spektren von reduziertem (grau) und nicht reduziertem (blau), jeweils rekonstituiertem AlbAC129A C133A C136A. Im 
Spektrum des oxidierten Enzyms sind Absorptionsbanden bei 325 nm und 410 nm zu beobachten. (B) EPR-Spektren 
von reduziertem (grau) und nicht reduziertem (blau), jeweils rekonstituiertem AlbAC129A C133A C136A. Das Spektrum der 
reduzierten AlbA-Variante zeigt EPR-Signale bei g = 2.02 und g = 1.92. 
 
 
Abbildung 4.9: Temperaturabhängigkeit der Intensität des EPR-Signals der reduzierten AlbAC129A C133A C136A-Variante 
bei g = 1.92. Das Signal hat die maximale Intensität bei 30 K. 
 
Die maximale Intensität wird bei 30 K erreicht. Dieser Wert ist charakteristisch für einen [4Fe-
4S]+-Cluster. [2Fe-2S]+-Cluster haben ein maximales EPR-Signal bei einer Temperatur von 60 K 
bis 70 K (Ugulava et al., 2001a). AlbA verfügt demnach über einen zweiten [4Fe-4S]-Cluster. Im 
nicht reduzierten Zustand ist der diamagnetische [4Fe-4S]2+-Cluster EPR-inaktiv. Das EPR-
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Spektrum (Abbildung 4.8b) zeigt jedoch ein Spektrum mit einem Signal bei g = 2.01. Dieses 
Signal ist einem [3Fe-4S]+-Cluster zuzuordnen, der sich durch Degradation aus einem [4Fe-
4S]2*-Cluster bilden kann (Duschene and Broderick, 2010). Der zweite in AlbA befindliche [4Fe-
4S]-Cluster könnte daher wie der erste Fe/S-Cluster über drei Cysteinreste koordiniert sein. 
4.1.7 Massenanalytik des Subtilosin A Vorläuferpeptids SboA 
Das von der Peptide Speciality Laboratories GmbH (Heidelberg) synthetisierte Subtilosin A Vor-
läuferpeptid SboA wurde zunächst massenspektrometrisch untersucht (Abbildung 4.10). Dafür 
wurden 50 µL einer 100 µM SboA-Lösung in 20% DMSO injiziert, da SboA in Wasser unlöslich 
ist. 
 
 
Abbildung 4.10: HPLC-HRMS-Analyse des Subtilosin A Vorläuferpeptids SboA. (A) Extrahiertes Ionenchromato-
gramm der SboA-Lösung. (B) Massenspektrum des in (A) blau markierten extrahierten Peaks. Die Isotopenverteilung 
zeigt, dass das Spektrum einer dreifach geladenen Verbindung zuzuordnen ist. (C) Durch den Qual-Browser berech-
netes Massenspektrum von dreifach protoniertem und geladenem SboA. (D) Berechnetes Massenspektrum von 
dreifach protoniertem und geladenem, einfach verbrückten SboA. 
 
Das extrahierte Ionenchromatogramm der Masse von dreifach geladenem SboA zeigt einen 
Peak mit einer Retentionszeit (tR) von 15.3 min. Dem zugehörigen Massenspektrum der Verbin-
dung ist aber nicht das berechnete Masse zu Ladungsverhältnis von [M+3H]3+ = 1441.7277 zu-
zuordnen, sondern [M+3H]3+  = 1441.0601. Daraus ergibt sich eine auf die dekonvolutionierte 
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Masse berechnete Differenz von 2.093 Da. Auf Grund der Tatsache, dass SboA über drei Cys-
teinreste verfügt, wurde vermutlich in den oxidativen Bedingungen innerhalb der Lösung eine 
Disulfidbrücke ausgebildet, die zu einem Masseverlust von 2.016 Da führt. Das berechnete 
Massenspektrum eines einfach verbrückten SboA-Derivats (1b-SboA; Abbildung 4.10d) stimmt 
aber mit dem beobachteten nicht überein. Vielmehr ist das aufgezeichnete Massenspektrum 
eine Überlagerung der Massenspektren von SboA (Abbildung 4.10c) und 1b-SboA. Es hat 
demnach eine partielle Oxidation der Cysteinreste zu einer Disulfidbrücke stattgefunden. Eben-
falls ist zu beobachten, dass die unterschiedlichen SboA-Spezies durch den verwendeten Lö-
sungsmittelgradienten nicht voneinander getrennt werden. Aus diesem Grund wurde der hier 
verwendete Standardgradient weiter verbessert. Für zukünftige Analysen wurde das in den Me-
thoden beschriebene Programm benutzt.  
Um die in den Assays mindestens zu einsetzende SboA-Konzentration zu bestimmen, wurden 
HPLC-HRMS-Analysen von SboA-Lösungen verschiedener Konzentrationen durchgeführt (Ab-
bildung A.2). Es zeigt sich, dass SboA ab einer Konzentration von 80 µM sehr gut nachweisbar 
ist. 
4.1.8 Bestimmung der von AlbA katalysierten Modifikationen an SboA 
In Kapitel 4.1.7 wurde gezeigt, dass innerhalb einer DMSO-enthaltenden SboA-Lösung, eine 
teilweise Oxidation der Cysteinreste zu Disulfidbrücken stattfindet. Der dabei auftretende Mas-
senshift von 2.016 Da ist identisch mit der zu erwarteten Massendifferenz von ebenfalls 
2.016 Da, die bei der Bildung eines Thioethers auftritt. Deswegen kann zwischen der Bildung 
eines Thioethers und einer Disulfidbrücke mittels Massenspektrometrie nicht unterschieden 
werden. Daher wurden Assays und Kontrollen durchgeführt, zu denen nach der Reaktionszeit 
unter anaeroben Bedingungen Iodacetamid gegeben wurde. Das Iodacetamid carbamidomethy-
liert von AlbA nicht modifizierte Cysteinreste und verhindert so die Disulfidbrückenbildung unter 
aeroben Bedingungen. Dadurch ist eindeutig zwischen Thioether-verbrückten und nicht modifi-
zierten Cysteinresten zu unterscheiden (Abbildung 4.11). Zusätzlich wurden die Assays mit Me-
thanol extrahiert, um das Peptid von AlbA und DMSO zu trennen. Das so gewonnene und an 
der Speedvac getrocknete Extrakt wurde zur HPLC-MS-Analyse in Methanol, das 1 mM TCEP 
enthielt, gelöst, um eine mögliche Disulfidbrückenbildung zu verhindern. Obwohl SboA ab einer 
Konzentration von 80 µM gut nachweisbar ist, wurde in den Assays eine Konzentration von 
200 µM verwendet, weil es während der Methanolextraktion zu Verlusten kommen konnte. 
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Um die enzymatische Aktivität von rekonstituiertem AlbA1 gegenüber dem Subtilosin A Vorläu-
ferpeptid SboA zu analysieren wurden fünf verschiedene Assays durchgeführt (Abbildun-
gen 4.12 und A.3): 1.) die Kontrollreaktion ohne Enzym; 2.) die Kontrollreaktion ohne Enzym mit 
Zugabe von Iodacetamid; 3.) der eigentliche Assay; 4.) der eigentliche Assay mit Zugabe von 
Iodacetamid und 5.) eine Kontrollreaktion ohne Zugabe von SAM, aber mit Zugabe von Iodace-
tamid nach 5 h Reaktionszeit. 
 
 
Abbildung 4.11: Strategie, um per massenspektrometrischer Analyse zwischen der Bildung eines Thioethers und 
einer Disulfidbrücke zu unterscheiden. Während der Vorbereitung für die HPLC-MS-Analyse ist die Probe oxidativen 
Bedingungen ausgesetzt. Nicht modifizierte Cysteinreste können in diesen Bedingungen Disulfidbrücken ausbilden. 
Diese Modifikation ist massenspektrometrisch nicht von der Thioetherbrückenbildung zu unterscheiden. Die Unter-
scheidung zwischen von AlbA modifizierten und nicht modifizierten Cysteinresten gelingt durch die Zugabe von Io-
dacetamid nach dem Assay unter anaeroben Bedingungen. Nicht modifizierte Cysteinreste werden carbamidomethyl-
iert und können somit keine Disulfidbrücken mehr ausbilden. 
 
In der Kontrollreaktion wurde, wie erwartet, die dreifach positiv geladene nicht modifizierte 
SboA-Spezies, die ein berechnetes m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1441.7281 besitzt, mit einer 
Retentionszeit von tR = 18.8 min detektiert (Abbildung 4.12a&e). Durch Verwendung der 1 mM 
TCEP-Lösung wurde eine Disulfidbrückenbildung während der Probenvorbereitung erfolgreich 
verhindert. Wurde die Kontrollreaktion mit Iodacetamid versetzt, war eine SboA-Spezies mit 
einer Retentionszeit von tR = 17.9 min und einem m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1498.7732 zu 
detektieren (Abbildung 4.12b&e). Dies ist in Übereinstimmung mit dem berechneten m/z-
Verhältnis von dreifach durch Iodacetamid modifiziertem SboA von [M+3H]3+ = 1498.7496. Wird 
im Assay AlbA zugesetzt, verändert sich die Retentionszeit der detektierten SboA-Spezies auf 
21.2 min. Das m/z-Verhältnis ändert sich ebenfalls auf [M+3H]3+ = 1439.7335 (Abbildung 
                                                
1 Falls im restlichen Ergebnisteil von AlbA die Rede ist, bezieht es sich immer auf das rekonstituierte Enzym, da alle 
weiteren Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit aktiven und somit rekonstituierten AlbA durchgeführt wurden. 
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4.12c&e). Bezogen auf die dekonvoluierten Massen ergibt sich ein Massenverlust von 6.062 Da 
im Vergleich zu unverbrückten SboA, dass in der Kontrolle nachgewiesen wurde. Wurde der 
Assay mit Iodacetamid versetzt (Abbildung 4.12d&e) wurde erneut die SboA-Spezies mit einer 
Retentionszeit von 21.2 min und einem m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1439.7344 detektiert. Auf 
Grund der Tatsache, dass die Cysteinreste nicht mehr von Ioadacetamid modifiziert werden 
konnten, wurden diese von AlbA modifiziert. Die gemessene Massendifferenz von 6.062 Da im 
Vergleich zur Kontrolle legt nahe, dass AlbA die Synthese von drei Thioetherbrücken katalysiert 
hat, was zu einer berechneten Massendifferenz von 6.048 Da – 2.016 Da pro Thioetherbrücke – 
führt. Bei der im Assay detektierten SboA-Spezies handelt es sich daher vermutlich um dreifach 
verbrücktes SboA (3b-SboA), das ein berechnetes m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1439.7125 
besitzt. 
 
 
Abbildung 4.12: HPLC-HRMS-Analyse der durchgeführten SboA-Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchro-
matogramm der Kontrolle. Die extrahierte Masse ist jeweils mit angegeben. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm 
der Kontrolle ohne AlbA mit Iodacetamidzugabe (+IA). (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Assays mit AlbA. 
(D) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Assays mit AlbA und nach Zugabe von Iodacetamid. (E) Massenspektren 
der Peaks in den extrahierten Ionenchromatogrammen. Die Massenspektren sind farblich mit den in (A) bis (D) ge-
zeigten Peaks verknüpft. 
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Zusätzlich wurde noch ein Kontrollassay ohne SAM und mit Zugabe von Ioadacetamid durchge-
führt (Abbildung A.3). Dabei ist eine SboA-Spezies mit einer Retentionszeit von 17.7 min und 
einem m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1498.7665 zu beobachten. Hierbei handelt es sich um 
dreifach carbamidomethyliertes SboA, das ebenfalls in der Kontrolle ohne AlbA mit Iodaceta-
midzugabe zu detektieren war. 
4.1.9 Untersuchung der Regiospezifität von AlbA mit Hilfe von Thermolysin 
In den SboA-Modifikationsassays wurde eine voraussichtlich dreifach verbrückte SboA-Spezies 
identifiziert. Um diese weiter zu charakterisieren, insbesondere das Vorhandensein und die La-
ge von Thioetherbrücken, wurde sie mit Hilfe eines Thermolysinverdaus analysiert. Thermolysin 
ist eine relativ spezifische Protease, die vor den Aminosäuren Ala, Phe, Ile, Leu, Met oder Val 
schneidet, nicht aber nach Asp oder Glu (Keil, 1992). Für Subtilosin A wurde gezeigt, dass trotz 
elf Schnittstellen nur fünf Hauptfragmente gebildet werden (Babasaki et al., 1985). Darauf ba-
sierend wurden die möglichen Fragmente, die beim Thermolysinverdau von dreifach thioether-
verbrücktem SboA zu erwarten sind, berechnet (Abbildung 4.13). 
 
 
Abbildung 4.13: Peptidfragmente, die beim Thermolysinverdau von Subtilosin A und 3b-SboA zu erwarten sind. (A) 
Der Thermolysinverdau von Subtilosin A liefert die hier gezeigten fünf Hauptfragmente (Babasaki et al., 1985). (B) 
Voraussichtliche Fragmente des Thermolysinverdaus von 3b-SboA. Auf Grund der fehlenden Abspaltung des Lea-
derpeptids und der Zyklisierung in 3b-SboA sind nur zwei der fünf Peptidfragmente identisch. Diese zwei Fragmente 
enthalten die Thioetherbrücke zwischen Cys13 und Phe22. 
 
Um die Ergebnisse von Babasaki et al. zu bestätigen, wurde gereinigtes Subtilosin A mit Ther-
molysin für 75 h nach einem an das 1985 veröffentlichte angepasste Protokoll verdaut. Die Er-
gebnisse der HPLC-HRMS-Analyse des Verdaus sind in den Abbildungen 4.14a&b und A.4 
gezeigt. Es konnten alle zu erwarteten Peptidfragmente nachgewiesen werden. Dabei zeigten 
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die Fragmente II, III und V eine um den Faktor 80 bzw. 10 höhere Intensität als die Fragmente I 
und IV. Dies ist damit zu erklären, dass die Fragmente I und IV von Thermolysin weiter zu den 
Peptidfragmenten II, III und V verdaut werden können. Im Verdau des Produktes der Reaktion 
von SboA mit AlbA konnte eins der zu erwarteten fünf Fragmente nachgewiesen werden (Abbil-
dungen 4.14c&d und A.5). Dabei handelt es sich um Fragment  II mit einem m/z-Verhältnis von 
[M+H]+ = 1362.6264. Im Vergleich zu Fragment II aus dem Subtilosin A-Verdau ist die Intensität 
des Signals um den Faktor 5000 geringer und liegt nur minimal über der Detektionsgrenze. Die 
Fragmente I, VI, VII und VIII konnten nicht detektiert werden, weil ihre Intensität mindestens um 
den Faktor 5 unter der von Fragment II liegt. Somit wären sie auch theoretisch nicht mehr mit 
dem verwendeten Massenspektrometer detektierbar. 
 
 
Abbildung 4.14: HPLC-HRMS-Analyse der Thermolysinverdaue von Subtilosin A und des Produkts der Reaktion von 
SboA und AlbA. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm der HPLC-HRMS-Analyse des Subtilosin A-Verdaus. Es 
wurden die m/z-Verhältnisse von Fragment II, III und V extrahiert. (B) Massenspektren der beiden in (A) detektierten 
Peaks mit Retentionszeiten von 21.3 min und 26.3 min. Bei der Verbindung mit der Retentionszeit von 21.3 min han-
delt es sich um Fragment II mit einem m/z-Verhältnis von [M+H]+ = 1362.6234. Bei der Retentionszeit von 26.3 min 
eluieren die Fragmente II und V mit m/z-Verhältnissen von [M+2H]2+ = 990.4590 bzw. [M+2H]2+ = 905.4059. (C) 
Extrahiertes Ionenchromatogramm der HPLC-HRMS-Analyse des 3b-SboA-Verdaus. Es wurden die m/z-Verhältnisse 
der Fragmente II, VI und VII extrahiert. Im Gegensatz zum Subtilosin A-Verdau ist nur ein Peak mit einer Retentions-
zeit von 22.6 min zu beobachten. (D) Massenspektrum der Verbindung mit einer Retentionszeit von 22.6 min. Hierbei 
handelt es sich um Fragment II mit einem m/z-Verhältnis von [M+H]+ = 1362.6264.  
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Das Fragment II des 3b-SboA-Verdaus beinhaltet voraussichtlich die Thioetherbrücke zwischen 
Cys13 und Phe31. Da sich aber dessen Retentionszeit von 22.6 min um 1 min von der tR von 
Fragment II des Subtilosin A-Verdaus unterscheidet, wurden beide Fragmente mittels MS-MS 
analysiert, um die Regiospezifität von AlbA zu überprüfen (Abbildung 4.15). Es zeigt sich, dass 
beide Fragmente ein fast identisches Fragmentierungsspektrum besitzen und somit über die 
gleiche Konnektivität verfügen. Bei dem Produkt der Reaktion von SboA und AlbA handelt es 
sich definitiv um die dreifach thioetherverbrückte SboA-Spezies. Die Generierung des Thio-
ethers zwischen Cys13 und Phe22 ist dabei regiospezifisch. Die Regiospezifität der restlichen 
zwei Thioetherbrücken konnte über die Methode nicht bestimmt werden. Sie wurde über in vivo-
Studien, in denen die Produktion von Subtilosin A-Varianten untersucht wurde, überprüft (Kapi-
tel 4.1.16). 
 
 
Abbildung 4.15: MS-MS-Spektren der bei den verschiedenen Thermolysinverdauen erhaltenen Fragmente II. (A) 
MS-MS-Spektrum von Fragment II des Subtilosin A-Verdaus. (B) MS-MS-Spektrum des Thermolysinverdaus von 
Fragment II des Produktes der Reaktion von SboA mit AlbA. Die Spektren sind identisch, was beweist, dass AlbA die 
Synthese der Thioetherbrücken katalysiert und die Thioetherbrücke zwischen Cys13 und Cys22 regiospezifisch ge-
bildet wird. 
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4.1.10 Carboxypeptidaseverdau der dreifach verbrückten SboA-Spezies 
Durch den Thermolysinverdau von 3b-SboA konnte nur die regiospezifische Synthese der Thio-
etherbrücke zwischen Cys13 und Phe22 nachgewiesen werden. Um weitere Aussagen über die 
Regiospezifität der von AlbA katalysierten Reaktion machen zu können, wurde 3b-SboA mit 
einem Mix aus Carboxypeptidase A und B verdaut (Abbildungen 4.15 und A.6). 
 
 
Abbildung 4.16: HPLC-HRMS-Analyse des Carboxypeptidaseverdaus von 3b-SboA. (A) Extrahiertes Ionenchroma-
togramm mit den m/z-Verhältnissen von 1-fach, 2-fach, 3-fach, 4-fach und nicht verkürzten 3b-SboA. Es sind zwei 
Peaks zu identifizierten. (B) Massenspektren der Verbindungen der Peaks, die in (A) nachgewiesen wurden. Die 2-
fach verkürzte 3b-SboA-Variante hat eine um den Faktor 3 geringere Intensität als die 3-fach verbrückte 3b-SboA-
Variante. 
 
Aus der HPLC-HRMS-Analyse des Verdaus wurden die m/z-Verhältnisse von 1-fach, 2-fach, 3-
fach, 4-fach und nicht verkürzten 3b-SboA extrahiert. Es sind zwei Peaks mit Retentionszeiten 
von 18.1 min bzw. 19.6 min zu identifizieren (Abbildung 4.16a). Dem von der Intensität größeren 
Peak ist dabei dreifach verkürztes 3b-SboA mit einem m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1320.9996 
([M+3H]3+berechnet = 1320.9842) zuzuordnen. Zweifach verkürztes 3b-SboA eluiert bei 19.6 min 
([M+3H]3+ = 1358.6925; [M+3H]3+berechnet = 1358.6789) und besitzt eine um den Faktor von ca. 3 
geringere Intensität. Die detaillierten Massenspektren der beiden Verbindungen sind in Abbil-
dung A.6 zu finden. Kürzere oder längere 3b-SboA-Fragmente wurden im Vedauassay nicht 
gefunden. In Kontrollverdauen, die mit unverbrücktem SboA durchgeführt wurden, konnten we-
der SboA noch die 1-fach, 2-fach, 3-fach oder 4-fach verkürzte Variante nachgewiesen werden. 
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4.1.11 Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SboA-Varianten 
Um Rückschlüsse auf die Reihenfolge der von AlbA katalysierten Thioetherbrückenbildung zie-
hen zu können, wurden Modifikationsassays mit den drei SboA-Varianten SboAC4A, SboAC7A 
und SboAC13A durchgeführt, bei denen jeweils ein Cysteinrest durch Alanin ausgetauscht ist. 
Wie bei SboA wurden für jedes Vorläuferpeptid fünf verschiedene Assays durchgeführt. Die 
Ergebnisse der HPL-HRMS-Analyse der SboAC13A-Mutante sind in den Abbildungen 4.17 und 
A.8 gezeigt. In der Kontrolle wurde wie erwartet nicht modifiziertes SboAC13A mit einem m/z-Ver-
hältnis von [M+3H]3+ = 1431.0840 ([M+3H]3+berechnet = 1431.0708) identifiziert. Wurde das nicht 
modifizierte SboAC13A mit Iodacetamid versetzt, wurde die Carbamidomethylierung der beiden 
Cysteinreste beobachtet. Es resultierte eine Verbindung mit einem m/z-Verhältnis von 
[M+3H]3+ = 1469.1006 ([M+3H]3+berechnet = 1469.0851). Im Assay mit AlbA wurde 2b-SboAC13A 
Spezies mit einem m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1429.7405 ([M+3H]3+berechnet = 1429.7270) 
detektiert. Eine weitere Modifikation mit Iodacetamid war nicht erfolgreich. Nach Iodacetamid-
zugabe wurde wieder 2b-SboAC13A mit einem m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1429.7477 beo-
bachtet. Im Assay ohne SAM und der Zugabe von Iodacetamid wurde nicht modifiziertes 
SboAC13A detektiert.  
 
 
Abbildung 4.17: Massenspektren der HPLC-HRMS-Analyse der Kontrolle (grau) und des Assays (blau) der 
SboAC13A-Variante nach Iodacetamidzugabe. Im Assay ist eine SboAC13A-Spezies mit einem m/z-Verhältnis von 
[M+3H]3+ = 1429.7405 zu identifizieren, wohingegen in der Kontrolle eine SboAC13A-Spezies mit einem m/z-Verhältnis 
von [M+3H]3+ = 1469.1006 zu detektieren ist. 
 
Die Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der Assays der SboAC4A-Variante sind in Abbil-
dung A.6 gezeigt. Die Variante zeigt dasselbe Verhalten wie die SboAC13A-Mutante. In der Kon-
trolle ist ebenfalls die nicht modifizierte SboAC4A-Spezies mit einem m/z-Verhältnis von 
[M+3H]3+ = 1431.0822 ([M+3H]3+berechnet = 1431.0708) zu beobachten. Die beiden freien Cystein-
reste wurden durch Zugabe von Iodacetamid carbamidomethyliert. Es bildete sich eine Verbin-
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dung mit einem m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1469.0998 ([M+3H]3+berechnet = 1469.0851). Die-
ses zweifach carb-amidomethylierte SboAC4A-Derivat ist ebenfalls nach der Zugabe von Iodace-
tamid im Assay ohne Zugabe von SAM zu identifizieren. Im Assay mit AlbA bildete sich wie bei 
der SboAC13A-Variante eine zweifach verbrückte SboAC4A-Spezies mit einem m/z-Verhältnis von 
[M+3H]3+ = 1429.7379 ([M+3H]3+berechnet = 1429.7270). Diese 2b-SboAC4A-Spezies war durch 
Zugabe von Iodacetamid nicht weiter zu modifizieren. 
Die Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der Assays der SboAC7A-Variante sind in Abbil-
dung A.7 zusammengefasst. In der Kontrolle ist wie erwartet die nicht modifizierte SboAC7A-
Spezies mit einem m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1431.0860 ([M+3H]3+berechnet = 1431.0708) zu 
identifizieren. Durch Zugabe von Iodacetamid wurden die beiden freien Cysteinreste 
carbamidomethyliert ([M+3H]3+berechnet = 1469.0851). Ein interessantes Ergebnis wurde in den 
Assays mit AlbA beobachtet. Bei einer Retentionszeit von 18.7 min wurde im extrahierten Io-
nenchromatogramm ein Peak detektiert, dessen zugehöriges Massenspektrum einer Überlage-
rung der berechneten Massenspektren von einfach ([M+3H]3+berechnet = 1430.3989) und zweifach 
([M+3H]3+berechnet = 1429.7270) verbrücktem SboAC7A entspricht. Wird der Assay mit Iodacetamid 
versetzt, sind im extrahierten Ionenchromatogramm zwei Peaks zu identifizieren (Abbildung 
4.18). Bei der Verbindung mit einer Retentionszeit von 17.4 min und einem m/z-Verhältnis von 
[M+3H]3+ = 1449.4118 handelt es sich um einfach verbrücktes SboAC7A, das zusätzlich einfach 
carbamidomethyliert wurde ([M+3H]3+berechnet = 1449.4060). Bei der zweiten Verbindung mit einer 
Retentionszeit von 19.0 handelt es sich um 2b-SboAC7A. Beide Verbindungen wurden ungefähr 
im Verhältnis 1:1 gebildet. Wird der Assay ohne SAM durchgeführt, ist nach Zugabe von Io-
dacetamid zweifach carbamidomethyliertes SboAC7A zu beobachten. 
 
 
Abbildung 4.18: Extrahierte Ionenchromatogramme der HPLC-HRMS-Analyse des Assays mit AlbA und SboAC7A. 
Es wurde jeweils das m/z-Verhältnis von dreifach positiv geladenem 2b-SboA und 1b-SboA, das zusätzlich über eine 
Carbamidomethylierung verfügt, extrahiert. 
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4.1.12 Modifikationsassays mit der leaderpeptidlosen SboA-Variante 
Um den Einfluss des Leaderpeptids auf die von AlbA katalysierte Thioetherbrückenbildung zu 
untersuchen, wurden Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit einer leaderpeptidlosen SboA-
Variante (llSboA), in der die ersten acht N-terminalen Aminosäuren entfernt wurden, durchge-
führt. Es wurden, wie unter Kapitel 4.1.8 beschrieben, fünf verschiedene Assays realisiert. Die 
Ergebnisse der anschließenden HPLC-HRMS-Analysen sind in den Abbildung 4.19 und A.10 
gezeigt. 
 
 
Abbildung 4.19: Massenspektren der HPLC-HRMS-Analysen der verschiedenen Vorläuferpeptimodifikationsassays 
mit llSboA. Gezeigt sind jeweils die Massenspektren der in Abbildung A.10 extrahierten Peaks. 
 
In der Kontrolle wurde das nicht modifizierte llSboA-Peptid mit einer Retentionszeit von 19.0 min 
und einem m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 1712.8359 ([M+2H]2+berechnet = 1712.8228) nachge-
wiesen. Wurde das nicht modifizierte llSboA mit Iodacetamid versetzt, ist die Bildung der drei-
fach carbamidomethylierten Spezies mit einer Retentionszeit von 18.0 min und einem m/z-Ver-
hältnis von [M+2H]2+ = 1798.3711 ([M+2H]2+berechnet = 1798.3550) zu beobachten. Im Assay mit 
AlbA, aber ohne Iodacetamid, wurde ebenfalls nicht modifiziertes llSboA mit einer Retentions-
zeit von 18.9 min und einem m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 1712.8382 nachgewiesen. Wurde 
diese Verbindung mit Iodacetamid versetzt, wurde sie ebenfalls dreimal carbamidomethyliert 
(tR = 17.9 min; [M+2H]2+ = 1798.3773). AlbA ist demnach nicht in der Lage, die Thioetherbin-
dungen in das leaderpeptidlose Vorläuferpeptid einzuführen. Im Assay ohne SAM, aber mit der 
Zugabe von Iodacetamid, wurde ebenfalls nicht modifiziertes aber dreifach carbamidomethylier-
tes llSboA beobachtet. 
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4.1.13 Zeitabhängigkeit der Thioetherbrückenbildung in SboA 
Um erste Einblicke in die Zeitabhängigkeit der Thioetherbrückenbildung zu erhalten, wurde 
SboA mit AlbA inkubiert. Nach definierten Zeitabschnitten wurden die Assays mit Iodacetamid 
versetzt, um nicht modifizierte Cysteinreste am SboA zu carbamidomethylieren. Die Reaktion 
wurde somit nach dem definierten Zeitabschnitt „eingefroren“ und anschließend per HPLC-
HRMS analysiert. Zwischen den unterschiedlich häufig verknüpften SboA-Spezies konnte dabei 
leicht unterschieden werden, da sie durch die verschiedene Anzahl an Carbamidomethylierun-
gen eine minimale Massendifferenz von 57.0215 u aufwiesen. Auf die prozentuale Zusammen-
setzung der Reaktionslösung konnte durch die Integrale der extrahierten Ionenchromatogram-
me geschlossen werden. Dazu wurden zunächst die m/z-Verhältnisse der folgenden dreifach 
positiv geladenen SboA-Spezies extrahiert: SboA-3IA; 1b-SboA-2IA; 2b-SboA-1IA; 3b-SboA2. 
Im Anschluss wurden die Flächen unter den extrahierten Peaks und die Gesamtfläche be-
stimmt. Die Gesamtfläche entspricht der Gesamtmenge an detektierten SboA-Spezies. Der pro-
zentuale Anteil einer speziellen SboA-Spezies ergibt sich aus dem Verhältnis der Peakfläche 
der Spezies zu der Gesamtfläche. Für jeden Zeitpunkt wurden drei Assays durchgeführt. Für die 
Methode wurde angenommen, dass alle untersuchten SboA-Spezies über das gleiche Ionisati-
onsvermögen verfügen. Die Zeitabhängigkeit der Thioetherbrückenbildung ist in Abbildung 4.20 
graphisch dargestellt. 
 
 
Abbildung 4.20: Zeitabhängigkeit der von AlbA katalysierten Thioetherbrückenbildung in SboA. Die unterschiedlich 
häufig verknüpften SboA-Spezies wurden nach der Carbamidomethylierung freier Cysteinreste per HPLC-HRMS 
identifiziert. Das dreifach verbrückte SboA-Derivat wird über das einfach und zweifach verbrückte Derivat gebildet. 
Nach 120 min wurden ca. 90% des Vorläuferpeptids in das Endprodukt 3b-SboA konvertiert.  
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Nach 30 min waren ca. 60% des eingesetzten Vorläuferpeptids in die dreifach verbrückte Form 
überführt. Zeitgleich lagen ca. 16% 2b-SboA, ca. 4% 1b-SboA und ca. 20% SboA vor. Nach 
60 min waren ca. 70% des eingesetzten SboA in das Endprodukt konvertiert. Es ließen sich nur 
noch sehr geringe Mengen an 1b-SboA identifizieren. Von 2b-SboA und SboA konnten jeweils 
ca. 15% nachgewiesen werden. Nach 90 min nahm die Menge an 2b-SboA und SboA auf unter 
10% ab. 1b-SboA war nicht mehr nachzuweisen. Die Menge an 3b-SboA hatte sich auf ca. 85% 
erhöht. Eine vollständige Umsetzung in das dreifach verbrückte SboA-Derivat ließ sich nach 
fünfstündiger Inkubation mit AlbA nachweisen.  
4.1.14 Identifikation der zweiten [4Fe-4S]-Clusterbindungsstelle in AlbA 
Durch die Charakterisierung der AlbAC129A C133A C136A-Mutante wurde gezeigt, dass AlbA zwei 
[4Fe-4S]-Cluster bindet. Um die zweite [4Fe-4S]-Clusterbindungsstelle identifizieren zu können, 
wurde ein Alignment mit insgesamt fünf Radical SAM Enzymen, die voraussichtlich an der Bio-
synthese von Sactipeptiden beteiligt sind, angefertigt (Abbildungen 4.21 und A.11). 
 
 
Abbildung 4.21: Aminosäuresequenzalignment der C-terminalen Region von fünf Radical SAM Enzymen, die vo-
raussichtlich an der Biosynthese von Sactipeptiden beteiligt sind. ThnB ist in der Biosynthese von Thurincin H, SkfB 
ist in der Biosynthese des Sporulation Killing Factors involviert. Bei DICTH_0222 handelt es sich um ein putatives 
Radical SAM Enzym aus Dictyoglomus thermophilum H-6-12, bei Thit_0389 um ein putatives Radical SAM Enzym 
aus Thermoanaerobacter italicus Ab9. Beide putativen Radical SAM Enzyme kommen in Genclustern vor, die über 
die gleiche Organisation wie das skf- oder sbo/alb-Operon verfügen (Kapitel 4.3). In der hier untersuchten C-
terminalen Aminosäuresequenzregion sind drei Cysteinreste konserviert. 
 
Das Aminosäuresequenzalignment wurde auf zusätzliche zum CXXXCXXC-Motiv konservierte 
Cysteinreste analysiert. In der C-terminalen Region der Proteine wurden drei weitere Cystein-
reste gefunden, die in allen untersuchten Radical SAM Enzymen vorkamen. Um zu überprüfen, 
ob diese Cysteine an der Koordination des zweiten in AlbA gebundenen [4Fe-4S]-Clusters be-
teiligt sind, wurde die AlbAC408A C414A C417A-Mutante per SLIM-Mutagenese generiert. Die an-
schließende Expression und Reinigung wurde gemäß der anderen AlbA-Spezies durchgeführt. 
Die AlbAC408A C414A C417A-Mutante wurde in gleicher Reinheit wie die AlbA-Varianten des 
CXXXCXXC-Motivs und mit einer Ausbeute von ca. 11 mg pro Liter Expressionskultur gewon-
nen. Die Bestimmung des in der Mutante enthaltenen Eisengehalts erfolgte analog zu der Al-
bAC129A- und der AlbAC129A C133A C136A-Variante. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.3 zusammenge-
408 414 417
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fasst. Es ergab sich ein durchschnittlicher Eisengehalt von 5.24 ± 0.25 Äquivalenten. Die Ei-
senmenge hat im Vergleich zu AlbA um ca. 3 Äquivalente im gleichen Umfang abgenommen 
wie die Eisenmenge der AlbA Triple Alanin-Mutante innerhalb des CXXXCXXC-Motivs im Ver-
gleich zu AlbA. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass der zweite [4Fe-4S]-Cluster von den 
drei Cysteinen Cys408, Cys414 und Cys417 koordiniert wird. 
 
Tabelle 4.3: Bestimmung des Eisengehalts der AlbAC408A C414A C417A Triple Alanin-Mutante. 
n (AlbAC408A C414A C417A) OD593 n (Fe3+) Verhältnis AlbAC408A C414A C417A:Fe3+ 
0.90 nmol 0.146 4.37 nmol 1 : 4.86 
1.35 nmol 0.225 6.73 nmol 1 : 4.99 
1.80 nmol 0.317 9.48 nmol 1 : 5.27 
1.80 nmol 0.336 10.0 nmol 1 : 5.56 
2.26 nmol 0.419 12.5 nmol 1 : 5.53 
 
Des Weiteren wurde die AlbAC408A C414A C417A-Mutante mittels UV-Vis- und EPR-Spektroskopie 
charakterisiert (Abbildung 4.22), um den Bindungszustand der koordinierten Eisen-Ionen zu 
bestimmen. Das UV-Vis-Spektrum (Abbildung 4.22a) der nicht reduzierten AlbA-Mutante zeigt 
Absorptionsbanden bei 320 nm und 430 nm, was auf die Anwesenheit mindestens eines [4Fe-
4S]-Clusters deutet (Ugulava et al., 2000). Ebenfalls ist eine Absorptionsbande bei 620 nm zu 
identifizieren, was auf unspezifisch gebundenes Eisen hindeutet. Dieses unspezifisch gebunde-
ne Eisen könnte den Unterschied in der gemessenen Eisenmenge von 5.24 ± 0.25 Äquivalen-
ten und der zu erwarteten Eisenmenge von 4 Äquivalenten für ein Protein, das einen [4Fe-4S]-
Cluster enthält erklären.  
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Abbildung 4.22: Charakterisierung der AlbAC408A C414A C417A-Mutante mittels UV-Vis- und EPR-Spektroskopie. (A) Das 
UV-Vis-Spektrum der nicht reduzierten AlbA-Variante (blau) zeigt die für Fe/S-Cluster charakteristische Absorptions-
banden bei 320 nm und 430 nm. Darüber hinaus ist eine Absorptionsbande bei 620 nm zu identifizieren. Das redu-
zierte Protein (grau) zeigt keine spezifischen Absorptionsbanden. (B) Das EPR-Spektrum der nicht reduzierten AlbA-
Variante zeigt ein EPR-Signal bei g = 2.01. Im Gegensatz dazu verfügt die mit Natriumdithionit reduzierte AlbA-
Mutante über EPR-Signale bei g = 2.03 und g = 1.92. 
 
Die reduzierte AlbA-Variante besitzt, wie erwartet, keine charakteristischen Absorptionsbanden. 
Das EPR-Spektrum von reduziertem AlbAC408A C414A C417A zeigt hingegen charakteristische EPR-
Signale bei g = 2.03 und g = 1.92 (Abbildung 4.22b), was auf die Anwesenheit eines [4Fe-4S]+-
Clusters schließen lässt. Das Spektrum der nicht reduzierten AlbA-Mutante zeigt wie das Spekt-
rum der nicht reduzierten AlbAC129A C133A C136A-Variante ein EPR-Signal bei g = 2.01. Diesem Sig-
nal ist ein [3Fe-4S]+-Cluster zuzuordnen, der sich aus dem, durch das CXXXCXXC-Motiv ge-
bundenen, [4Fe-4S]2+-Cluster durch den Verlust des nicht koordinierten Eisen-Ions bildet (Du-
schene and Broderick, 2010). 
Aus den Ergebnissen der UV-Vis- und EPR-spektroskopischen Charakterisierung der AlbA-Var-
iante ist davon auszugehen, dass der durch das CXXXCXXC-Motiv gebundene [4Fe-4S]-
Cluster intakt ist. Um diese Vermutung weiter zu untersuchen, wurde die SAM-Spaltungsakti-
vität der AlbAC408A C414A C417A-Mutante bestimmt (Abbildung 4.23). 
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Abbildung 4.23: Single-Ion Chromatogramme (SICs) der SAM-Spaltungsaktivitätsassays mit AlbAC408A C414A C417A. 
Die grauen Chromatogramme entsprechen Standards von Methionin (Met), SAM und 5’-dA. Die blauen Chromato-
gramme zeigen die HPLC-MS-Analysen der verschiedenen Assayzusammensetzungen. (I) entspricht der Kontrolle 
ohne AlbA-Variante mit SAM und DT, (II) entspricht der Kontrolle mit AlbA-Variante und SAM aber ohne DT und (III) 
entspricht dem Assay mit SAM, AlbA-Variante und DT. 
 
Die Kontrollreaktionen und der Assay wurden jeweils vier Stunden inkubiert. In den beiden Kon-
trollen wurde die Spaltung von SAM in Met und 5’-dA, wie erwartet, nicht beobachtet. Im Assay 
konnten beide Produkte der reduktiven Spaltung nachgewiesen werden. Dabei wurden aus den 
vorhandenen 15 Äquivalenten SAM 0.7 Äquivalente 5’-dA gebildet. Das sind 7.3 Äquivalente 
weniger als beim Assay mit dem AlbA-Wildtyp beobachtet wurden. Die AlbAC408A C414A C417A –Var-
iante ist demnach nur noch in der Lage, eine einzige reduktive-SAM-Spaltung pro Äquivalent 
Enzym zu katalysieren.  
Um Rückschlüsse auf die Funktion des zweiten [4Fe-4S]-Cluster ziehen zu können, wurden 
Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SboA und der AlbAC408A C414A C417A-Mutante durchgeführt. 
Es wurden jeweils eine Kontrolle, ein vollständiger Assay (Abbildung 4.24) und ein Assay mit 
der Zugabe von Iodacetamid (Abbildung A.12) durchgeführt. Im extrahierten Ionenchromato-
gramm des Assays (Abbildung 4.24a) wurde ein Peak mit einer Retentionszeit von 17.8 min 
detektiert. Der zugehörigen Verbindung ist ein m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1441.7316 zuzu-
ordnen. Das Massenspektrum (Abbildung 4.24b, blau) ist identisch mit dem des nicht modifizier-
ten SboA aus der Kontrolle (grau). Wird der Assay mit Iodacetamid versetzt, ist eine Verbindung 
mit einem m/z-Verhältnis von [M+3H]3+ = 1498.7525 zu detektieren. Dieses m/z-Verhältnis ent-
spricht dem von dreifach carbamidomethylierten SboA. Die AlbAC408A C414A C417A-Mutante ist 
demnach nicht mehr in der Lage, die Thioetherbrückenbildung in SboA zu katallysieren. 
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Abbildung 4.24: HPLC-HRMS-Analyse des Assays und der Kontrolle mit SboA und der AlbAC408A C414A C417A-Mutante. 
(A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des vollständigen Assays. Die extrahierte Masse ist mit angegeben. Es wurde 
ein Peak mit einer Retentionszeit von 17.8 min extrahiert. (B) Massenspektrum der Kontrolle (grau) und des in (A) 
extrahierten Peaks (blau). Da die Massenspektren fast identisch sind, kann davon ausgegangen werden, dass es 
sich jeweils um die gleiche Verbindung handelt. 
 
4.1.15 Interaktionsstudien mit SboA, llSboA, AlbA und AlbA-Varianten 
Auf Grund der Tatsache, dass die AlbAC408 C414A C417A-Mutante nicht mehr in der Lage ist, die 
Thioetherbrückenbildung in SboA zu katalysieren, wurde gezeigt, dass der zweite in AlbA ge-
bundene [4Fe-4S]-Cluster eine wichtige Rolle in der Synthese der Thioether spielt. Um die 
Funktion dieses Fe/S-Clusters weiter zu untersuchen, wurden UV-Vis-Interaktionsstudien mit 
SboA, llSboA, AlbA, AlbAC129A C133A C136A und AlbAC408A C414A C417A durchgeführt. Für jede unter-
suchte AlbA-Variante wurden jeweils drei verschiedene UV-Vis-Spektren aufgenommen: 1.) das 
normale Spektrum ohne Zugabe weiterer Verbindungen, 2.) das Spektrum mit Zugabe von 
SboA im Verhältnis 1:4 und 3.) das Spektrum mit Zugabe von llSboA im Verhältnis 1:4 (Abbil-
dung 4.25). 
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Abbildung 4.25: UV-Vis-Interaktionsstudien mit SboA, llSboA, AlbA und AlbA-Mutanten. (A) UV-Vis-Spektren von 
AlbA. (B) UV-Vis-Spektren von AlbAC129A C133A C136A. (C) UV-Vis-Spektren von AlbAC408A C414A C417A. 
 
Die UV-Vis-Spektren von AlbA, AlbAC129A C133A C136A und AlbAC408A C414A C417A sind weitestgehend 
identisch mit den schon gemessenen Spektren der rekonstituierten Proteine. Alle UV-Vis-Spek-
tren besitzen die für [4Fe-4S]-Cluster charakteristischen Absorptionsbanden bei 325 nm und 
410 nm. Wurde die jeweilige AlbA-Spezies mit dem leaderpeptidlosen Vorläuferpeptid versetzt 
änderte sich das jeweilige Absorptionsspektrum nur minimal, was darauf hindeutet, dass keine 
Interaktion zwischen den [4Fe-4S]-Clustern und llSboA stattfindet. Diese Ergebnisse stehen in 
Übereinstimmung mit dem Ergebnis, dass AlbA nicht in der Lage ist, die Generierung der Thio-
ether in llSboA zu katalysieren. Wurde AlbA mit dem vollständigen Vorläuferpeptid SboA ver-
setzt, konnte eine geringe Abnahme der Absorption bei einer Wellenlänge um 325 nm und eine 
deutliche Abnahme der Absorption bei einer Wellenlänge um 410 nm festgestellt werden. Die-
ses Verhalten deutet auf eine Interaktion zwischen SboA und einem in AlbA gebundenen [4Fe-
4S]-Cluster hin. Um den Cluster genauer zu bestimmen wurden die beiden AlbA-Mutanten mit 
SboA versetzt. Bei der AlbAC129A C133A C136A-Mutante, in der der zweite [4Fe-4S]-Cluster gebun-
den ist, wurde ebenfalls eine Abnahme der Absorption bei 325 nm und 410 nm beobachtet. Bei 
der AlbAC408 C414A C417A-Mutante, in der der erste [4Fe-4S]-Cluster gebunden ist, wurde keine 
Abnahme der Absorption beobachtet. Das aufgenommene Spektrum war größtenteils identisch 
zu dem der AlbA-Variante. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass SboA mit dem zweiten in 
AlbA gebundenen [4Fe-4S]-Cluster interagiert, da die Absorptionsabnahme nur bei AlbA und 
der AlbAC129A C133A C136A-Mutante aufgetreten ist. 
4.1.16 In vivo-System zur Analyse der Produktion von Subtilosin A-Varianten 
Zur weiteren Untersuchung der von AlbA katalysierten Reaktion wurde auf ein von Michael 
Gattner etabliertes in vivo-System (Gattner, 2010) zurückgegriffen, mit dem es möglich ist, die 
Produktion von Subtilosin A-Varianten in B. subtilis 168 zu untersuchen. Für das System wurde 
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zunächst sboA in den pDG148-Vektor kloniert. Bei diesem Plasmid handelt es sich um einen B. 
subtilis-Expressionsvektor, der in E. coli amplifiziert werden kann. Die Generierung von sboA-
Varianten wurde mittels Mutagenese durchgeführt. Anschließend wurden B. subtilis 168-Zellen 
mit dem korrekten pDG148 sboAVariante-Plasmid transformiert (Abbildung 4.26a). 
 
 
Abbildung 4.26: In vivo-System zur Analyse der Produktion von Subtilosin A-Varianten. (A) In den pDG148-Vektor 
wurde sboA kloniert und mittels Mutagenese variiert. Anschließend wurden B. subtilis 168-Zellen mit dem generierten 
pDG148 sboAVariante-Plasmid transformiert. (B) Die so hergestellte B. subtilis-Kultur wurde unter Subtilosin A-prod-
uzierenden Bedingungen fermentiert. Die Expression der SboA-Variante wurde mit IPTG induziert. Nach ausreichen-
der Fermentationszeit wurden das Zellpellet und der Überstand extrahiert und mittels HPLC-HRMS auf die Produkti-
on von Subtilosin A und der Subtilosin A-Variante analysiert. 
 
Die Zellen wurden mittels Antibiotikaresistenz selektiert und unter Subtilosin A-produzierenden 
Bedingungen fermentiert. Durch Zugabe von IPTG konnte die Expression der SboA-Variante 
induziert werden. Da ebenfalls alle Gene des sbo/alb-Operons unter den Fermentationsbedin-
gungen expremiert wurden, wurde die SboA-Variante, falls möglich, durch die prozessierenden 
Enzyme des Operons postranslational zur respektiven Subtilosin A-Variante modifiziert. Der 
Überstand und das Zellpellet wurden anschließend extrahiert und per HPLC-HRMS analysiert 
(Abbildung 4.26b). Dabei wurde das jeweilige Extrakt zunächst auf die Anwesenheit von Subti-
losin A kontrolliert. Durch diese interne Kontrolle wurde gewährleistet, dass die Gene des 
sbo/alb-Operons unter den Fermentierungsbedingungen tatsächlich expremiert wurden und 
aktiv waren. Danach wurde das jeweilige Extrakt auf die jeweilige Subtilosin A-Variante unter-
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sucht. Für jede Subtilosin A-Variante wurden vier Extrakte hergestellt: 1.) die Extrakte des Über-
standes und des Zellpellets einer Kultur, die mit IPTG versetzt war und 2.) die Extrakte des 
Überstandes und des Zellpellets einer Kultur, die nicht mit IPTG versetzt war. So konnte sicher-
gestellt werden, dass es sich in einer mit IPTG versetzten Kultur tatsächlich um eine Subtilosin 
A-Variante handelt, wenn diese nicht in der Kultur, die nicht mit IPTG versetzt war, detektiert 
werden konnte.  
 
 
Abbildung 4.27: HPLC-HRMS-Analyse der Zellpelletextrakte der B. subtilis 168 pDG148 sboAT6I-Kulturen. (A) Extra-
hiertes Ionenchromatogramm des Zellpelletextraktes der Kultur, die nicht mit IPTG versetzt wurde. Es wurden jeweils 
die m/z-Verhältnisse von zweifach positiv geladenem Subtilosin A und Subtilosin AT6I extrahiert. (B) Massenspektrum 
der Verbindung des in (A) extrahierten Peaks. Sie besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 1700.7986 und ent-
spricht demnach Subtilosin A. (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Zellpelletextraktes der Kultur, die mit IPTG 
versetzt wurde. Es wurden jeweils die m/z-Verhältnisse von zweifach positiv geladenem Subtilosin A und Subtilosin 
AT6I extrahiert. Im Vergleich zu (A) ist ein weiterer Peak zu beobachten. (D) Massenspektren der Verbindungen der in 
(C) extrahierten Peaks. Zusätzlich zu Subtilosin A ist die Subtilosin AT6I-Variante mit einem m/z-Verhältnis von 
[M+2H]2+ = 1706.8163 zu detektieren. 
 
Um die Funktionsfähigkeit des in vivo-Systems zu überprüfen, wurde zunächst die homologe 
Expression der zuvor charakterisierten Subtilosin AT6I-Variante (Huang et al., 2009) untersucht. 
Die HPLC-HRMS-Analyse der Zellpelletextrakte ist in Abbildung 4.27, die der Überstandsextrak-
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te in Abbildung A.13 gezeigt. Im Extrakt des Zellpellets der B. subtilis-Kultur ohne IPTG-Zugabe 
(Abbildung 4.27a&b) lässt sich, wie erwartet, keine Verbindung mit dem berechneten m/z-Ver-
hältnis von Subtilosin AT6I von [M+2H]2+ = 1706.8122 detektieren. Die Bestätigung, dass die 
Kultur unter Subtilosin A-produzierenden Bedingungen fermentiert wurde, gelang durch die 
Identifizierung einer Verbindung mit einem m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 1700.7986, die dem 
von Subtilosin A von [M+2H]2+ = 1700.7940 entspricht. Im Zellpelletextrakt der mit IPTG versetz-
ten Kultur (Abbildung 4.27c&d) ist zusätzlich zu Subtilosin A die Subtilosin AT6I-Variante mit ei-
nem m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 1706.8163 zu beobachten. In den Extrakten des Zellüber-
stands der beiden B. subtilis-Kulturen ist jeweils nur Subtilosin A zu detektieren (Abbildung 
A.13). Die Ergebnisse bestätigen die Funktionsfähigkeit des in vivo-Systems zur Analyse der 
Produktion von Subtilosin A-Varianten. Zusätzlich konnte gezeigt werden, dass in Zellpellet und 
Überstand nach der jeweiligen Subtilosin A-Variante gesucht werden muss, da die Subtilosin 
AT6I-Variante nur im Zellpellet detektiert wurde. 
Zur Charakterisierung der während der Biosynthese von Subtilosin A vorkommenden Reifungs-
schritte wurden zehn SboA-Varianten getestet, ob sie in vivo durch AlbA, AlbE und AlbF in die 
entsprechenden Subtilosin A-Varianten prozessiert werden können. Zunächst wurden die drei 
SboA-Varianten SboAC4A, SboAC7A und SboAC13A , in denen jeweils ein Cystein durch Alanin 
ersetzt wurde, untersucht. Weil es durch die Mutation eines Cysteins zu Alanin nur zur Ausbil-
dung von zwei Thioetherbrücken kommen kann, wurde in den Extrakten nach den jeweils zwei-
fach verbrückten Subtilosin A-Spezies gesucht. Das Ergebnis der HPLC-HRMS-Analyse für die 
SboAC7A-Mutante ist in den Abbildungen 4.28 und A.14 gezeigt. Wie zu erwarten, ist im Zellpel-
let und im Überstand der B. subtilis 168 pDG148 sboAC7A-Kultur, die nicht mit IPTG versetzt 
wurde, nur Subtilosin A nachzuweisen. In der mit IPTG versetzen Kultur ist ebenfalls nur Subti-
losion A in Pellet und Überstand nachzuweisen. Die Ergebnisse der SboAC4A und SboAC13A sind 
dementsprechend gleich (Tabelle 4.4). In keiner der untersuchten B.subtilis-Kulturen konnten 
zweifach verbrückte Subtilosin AC?A-Mutanten detektiert werden. 
Im zweiten Schritt wurde die Reifung der vier SboA-Varianten SboAF22A, SboAT28A, SboAF31A und 
SboAF31Y untersucht. Mit den Mutationen innerhalb der Akzeptor-Position sollten Rückschlüsse 
auf die Toleranz und Regiospezifität von AlbA getroffen werden. Die Extrakte wurden jeweils auf 
die Produktion der zweifach und dreifach verbrückten Subtilosin A-Varianten untersucht. In den  
mit IPTG versetzten B. subtilis-Kulturen der SboA-Varianten SboAF22A, SboAT28A und SboAF31A 
konnte weder im Pellet noch im Zellüberstand die jeweilige Subtilosin A-Variante detektiert wer-
den (Tabelle 4.4). In allen Extrakten war jedoch Subtilosin A nachzuweisen, so dass davon 
ausgegangen werden kann, dass die Kulturen unter den richtigen Bedingungen fermentiert 
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wurden. In den Extrakten der mit IPTG versetzten B. subtilis 168 pDG148 sboAF31Y-Kultur wurde 
die dreifach verbrückte Subtilosin AF31Y-Variante identifiziert (Abbildung A.15) (Gattner, 2010). 
 
 
Abbildung 4.28: HPLC-HRMS-Analyse der Zellpelletextrakte der B. subtilis 168 pDG148 sboAC7A-Kulturen. (A) Ext-
rahiertes Ionenchromatogramm des Zellpelletextraktes der Kultur, die nicht mit IPTG versetzt wurde. Es wurden je-
weils die m/z-Verhältnisse von zweifach positiv geladenen Subtilosin A und Subtilosin AC7A extrahiert. (B) Massen-
spektrum der Verbindung des in (A) extrahierten Peaks. Sie besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 1700.7943 und 
entspricht demnach Subtilosin A. (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Zellpelletextraktes der Kultur, die mit 
IPTG versetzt wurde. Es wurden jeweils die m/z-Verhältnisse von zweifach positiv geladenen Subtilosin A und Subti-
losin AC7A extrahiert. (D) Massenspektrum der Verbindung des in (C) extrahierten Peaks. Es ist erneut nur Subtilosin 
A zu identifizieren. 
 
Um zu überprüfen, ob AlbA in der Lage ist, die Synthese von Etherbindungen zu katalysieren, 
wurden die Reifungen der drei SboA-Varianten SboAC4S, SboAC7S und SboAC13S in die jeweilige 
Subtilosin A-Spezies untersucht. In den jeweiligen Kulturextrakten konnten weder die zweifach 
noch die dreifach verbrückten Subtilosin AC?S-Varianten identifiziert werden (Tabelle 4.4). Die 
richtigen Fermentationsbedingungen wurden dadurch bestätigt, dass Subtilosin A jeweils in Pel-
let und Überstand der unterschiedlichen Kulturen detektiert werden konnte. 
Tabelle 4.4: Übersicht über die Ergebnisse des in vivo-Systems zur Analyse der Produktion von Subtilosin A-Vari-
anten. Falls nicht genauer angegeben, wurde die entsprechende Subtilosin A-Spezies in Zellpellet und Überstand 
identifiziert (ja) bzw. nicht identifiziert (nein).  
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 2b-Subtilosin A-Variante Subtilosin A-Variante Subtilosin A 
 + IPTG - IPTG + IPTG - IPTG + IPTG - IPTG 
SboAT6I nein nein ja, im Pellet nein ja ja 
SboAC4A nein nein nein nein ja ja 
SboAC7A nein nein nein nein ja ja 
SboAC13A nein nein nein nein ja ja 
SboAF22A nein nein nein nein ja ja 
SboAT28A nein nein nein nein ja ja 
SboAF31A nein nein nein nein ja ja 
SboAF31Y nein nein ja nein ja ja 
SboAC4S nein nein nein nein ja ja 
SboAC7S nein nein nein nein ja ja 
SboAC13S nein nein nein nein ja ja 
 
4.2 Studien zur Biosynthese des Sporulation Killing Factors 
4.2.1 Klonierung, Expression und Reinigung von SkfB 
Das Gen des Radical SAM Enzyms SkfB wurde im Rahmen der Diplomarbeit von Leif Flühe 
(Flühe, 2010) mit den Restriktionsenzymen BamHI und XhoI in den pET-28a(+)-Vektor kloniert 
(Abbildung 4.29a). Die Expression erfolgte in E. coli BL21 (DE3)-Zellen. Das Reinigungsproto-
koll wurde der Diplomarbeit von Leif Flühe (Flühe, 2010) entnommen. Der Hauptreinigungs-
schritt bestand aus einer Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie, die mit einem sehr flachen Imida-
zolgradienten durchgeführt wurde. Die Ausbeute an nicht rekonstituiertem SkfB (Abbildung 
4.29b) lag bei der Reinigung unter aeroben Bedingungen bei ca. 30 mg pro Liter Kulturmedium. 
Für die Kristallisation wurde SkfB vollständig unter anaeroben Bedingungen gereinigt, um eine 
Oligomerisierung während der Rekonstitution zu verhindern. Die dabei erzielte Ausbeute war 
deutlich höher und lag bei ca. 65 mg pro Liter Kulturmedium. 
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Abbildung 4.29: Klonierung und Reinigung von SkfB. (A) Das skfB-Gen wurde mit Hilfe der Restriktionsenzyme 
BamHI und XhoI in den pET-28a(+)-Vektor kloniert. (B) SDS-PAGE von aerob gereinigten SkfB. 1: Marker; 2: kon-
zentrierte SkfB-Fraktionen. 
4.2.2 Expression und Reinigung der SkfBC117A C121A C124A-Mutante 
Die SkfBC117A C121A C124A-Mutante, in der die drei Cysteine des CXXXCXXC-Motivs gegen Alanine 
ausgetauscht sind, wurde mit Hilfe der SLIM-Methode generiert. Die Expression und Reinigung 
erfolgte analog der Expression und  Reinigung von SkfB. Die Ausbeute lag mit ca. 19 mg Pro-
tein pro Liter Bakterienkultur unter der von SkfB. 
4.2.3 Bestimmung des Eisen- und Schwefelgehalts von den SkfB-Spezies 
Der Eisen- und Schwefelgehalt von SkfB wurde während dieser Doktorarbeit nicht erneut be-
stimmt. Die Daten sind der Diplomarbeit von Leif Flühe entnommen (Flühe, 2010). In nicht re-
konstituierten SkfB wurden 0.57 ± 0.01 Äquivalente Eisen und 0.57 ± 0.01 Äquivalente Schwefel 
pro Äquivalent Protein gefunden. Da dies ein relativ geringer Eisen- bzw. Schwefelgehalt für ein 
Radical SAM Enzym ist, wurde SkfB chemisch rekonstituiert. Nach Rekonstitution wurde ein 
Eisen- bzw. Schwefelgehalt von 8.19 ± 0.07 bzw. 8.36 ± 0.14 Äquivalenten gemessen. Der ho-
he Gehalt von jeweils ca. 8 Äquivalenten deutet auf das Vorhandensein eines zweiten Fe/S-
Clusters hin. Die Farbe der Enzymlösung änderte sich wie bei AlbA während der Rekonstitution 
von einem Hellbraun zu einem Kastanienbraun.  
Um die Existenz eines zweiten Fe/S-Clusters beweisen zu können wurde der Eisengehalt der 
rekonstituierten SkfBC117A C121A C124A-Variante im Rahmen dieser Doktorarbeit bestimmt. Die Ei-
senmenge wurde dabei mit der in Kapitel 4.1.3 beschriebenen Eichgeraden aus der gemesse-
nen optischen Dichte bei 593 nm bestimmt (Tabelle 4.5). Es wurde ein durchschnittlicher Eisen-
gehalt von 4.51 ± 0.16 Äquivalenten pro Äquivalent Protein bestimmt. Da in der SkfB-Mutante 
die drei Cysteinreste, die den für die reduktive SAM-Spaltung benötigten [4Fe-4S]-Cluster koor-
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dinieren, gegen Alanin ausgetauscht wurden, deutet der bestimmte Eisengehalt von ungefähr 
vier Äquivalenten auf die Präsenz mindestens eines weiteren Fe/S-Clusters hin. 
 
Tabelle 4.5: Bestimmung des Eisengehalts der rekonstituierten SkfBC117A C121A C124A-Variante 
n (SkfBC117A C121A C124A) OD593 n (Fe3+) Verhältnis SkfBC117A C121A C124A:Fe3+ 
1.49 nmol 0.210 6.27 nmol 1 : 4.21 
2.23 nmol 0.333 9.94 nmol 1 : 4.45 
2.98 nmol 0.445 13.3 nmol 1 : 4.47 
2.98 nmol 0.459 13.7 nmol 1 : 4.61 
3.72 nmol 0.600 17.9 nmol 1 : 4.82 
 
4.2.4 Bestimmung der SAM-Spaltungsaktivität von SkfB 
Die SAM-Spaltungsaktivität von SkfB wurde untersucht, um den definitiven Beweis zu erbrin-
gen, dass es sich bei dem Protein um ein Radical SAM Enzym (Abbildung 4.3) handelt. Wie bei 
AlbA wurden vier Assays durchgeführt, die anschließend mittels HPLC-MS auf die Produktion 
von  Met und 5’-dA analysiert wurden (Abbildung 4.30). 
 
 
Abbildung 4.30: Single-Ion Chromatogramme (SICs) der Assays zur Bestimmung der SAM-Spaltungsaktivität von 
SkfB. Die grauen Chromatogramme entsprechen Standards von Met, SAM, und 5’-dA. Die blauen Chromatogramme 
zeigen die HPLC-MS-Analysen der drei Kontrollen (II – IV) und des eigentlichen Assays (I). 
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Die vier Assays beinhalteten drei Kontrollreaktionen: 1.) eine Kontrolle ohne SkfB, aber mit SAM 
und Natriumdithionit (Chromatogramm IV), 2.) eine Kontrolle mit rekonstituiertem SkfB und 
SAM, aber ohne Reduktionsmittel (Chromatogramm III) und 3.) eine Kontrolle mit nicht rekonsti-
tuiertem SkfB, SAM und Natriumdithionit als Reduktionsmittel (Chromatogramm II). Der Assay 
aus Chromatogramm I beinhaltete rekonstituiertes SkfB, SAM und DT. In den ersten beiden 
Kontrollen (Chromatogramme III und IV) ist keine SAM-Spaltung zu detektieren. Wurde nicht 
rekonstitiuiertes SkfB eingesetzt, ist die Bildung sehr kleiner Mengen Met und 5’-dA zu be-
obachten. Unter Verwendung von rekonstituiertem SkfB wurden große Mengen an 5’-dA und 
Met gebildet. 
4.2.4.1 Zeitabhängigkeit der von SkfB katalysierten reduktiven SAM-Spaltung 
Die Zeitabhängigkeit der von rekonstituierten SkfB katalysierten reduktiven SAM-Spaltung wur-
de untersucht, um Rückschlüsse auf die SAM-Spaltungsaktivität bei Abwesenheit des Vorläu-
ferpeptids des Sporulation Killing Factors ziehen zu können. In den Assays wurden jeweils 
10 µM SkfB, 300 µM SAM und 300 µM DT eingesetzt. Nach der jeweiligen Zeiteinheit wurden 
die Assays mit Ameisensäure zu einer Konzentration von 5% versetzt, um die Reaktion zu 
stoppen. Zur Erfassung der SAM-Spaltungsaktivität wurde die Zeitabhängigkeit der Bildung von 
5’-dA beobachtet. Dafür wurde die jeweilige 5’-dA-Konzentration aus der Fläche des 5’-dA-
Peaks im UV-Chromatogramm bei 260 nm mit Hilfe der in der Diplomarbeit von Leif Flühe be-
stimmten, Eichgeraden (Flühe, 2010) berechnet. Für jeden Zeitpunkt wurde der Durch-
schnittsumsatz von drei Assays verwendet. Die erhaltenen Daten sind in Abbildung 4.31 zu-
sammengefasst. 
 
 
Abbildung 4.31: Zeitabhängigkeit der von SkfB katalysierten 5’-dA-Bildung aus SAM in Abwesenheit des SKF Vor-
läuferpeptids. SkfB war in der Lage nach 4 h Reaktionszeit ungefähr 12 Äquivalente SAM in 5’-dA zu spalten. Zu 
diesem Zeitpunkt hatte die Bildung von 5’-dA die Sättigung erreicht. Nach ca. 4 Minuten hatte SkfB ein Äquivalent 
SAM gespalten. 
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Anfänglich ist eine schnelle Bildung von 5’-dA zu beobachten. Das erste Äquivalent SAM wird 
unter den Reaktionsbedingungen in ungefähr 4 min umgesetzt. Eine Sättigung an gebildeten 5’-
dA ist nach 4 h Reaktionszeit bei einer Konzentration von ca. 120 µM zu beobachten. Dies ent-
spricht einem Umsatz von 12 Äquivalenten SAM pro Äquivalent SkfB. Ungefähr 36% des einge-
setzten SAM wurden gespalten. 
4.2.4.2 Bestimmung der SAM-Spaltungsaktivität der SkfBC117A C121A C124A-Variante 
Die SAM-Spaltungsaktivität der SkfBC117A C121A C124A-Mutante wurde bestimmt, um beweisen zu 
können, dass die drei im CXXXCXXC vorkommenden Cysteinreste für die Koordination des für 
die reduktive SAM-Spaltung benötigten [4Fe-4S]-Clusters verantwortlich sind. Die Single-Ion-
Chromatogramme der HPLC-MS-Analysen der durchgeführten Assays sind in Abbildung 4.32 
gezeigt. Es wurden zwei Kontrollen (Chromatogramm I und II), dessen Zusammensetzung der 
ersten und zweiten Kontrolle mit SkfB entsprachen, durchgeführt. Wie erwartet, ist in den Kon-
trollen keine Spaltung von SAM in Met und 5’-dA zu beobachten. Im Assay mit rekonstituierten 
SkfBC117A C121A C124A, SAM und Natriumdithionit konnten ebenfalls keine SAM-Spaltungsprodukte 
identifiziert werden. Der für die SAM-Spaltung benötigte Fe/S-Cluster ist demnach über die drei 
Cysteinreste des CXXXCXXC-Motivs koordiniert. 
 
 
Abbildung 4.32: Single-Ion-Chromatogramme (SICs) der SAM-Spaltungsaktivitätsassays der SkfBC117A C121A C124A-
Variante (blau) Die grauen Chromatogramme zeigen Standards von Met, SAM und 5’-dA. 
 
4.2.5 Spektroskopische Charakterisierung der in SkfB gebundenen Fe/S-Cluster 
Durch die SAM-Spaltungsaktivitätsassays mit der SkfBC117A C121A C124A-Variante wurde gezeigt, 
dass der für die SAM-Spaltung benötigte [4Fe-4S]-Cluster über die drei Cysteinreste Cys117, 
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Cys121 und Cys124 koordiniert wird. Die Mutante verfügt aber dennoch über einen Eisengehalt 
von 4.51 ± 0.16 Äquivalenten, was auf die Präsenz mindestens eines weiteren Fe/S-Clusters 
hindeutet. Zur Charakterisierung der in SkfB gebundenen Fe/S-Cluster wurde zunächst das 
Wild-Typ-Protein per UV-Vis- und EPR-Spektroskopie untersucht (Abbildung 4.33). Alle weite-
ren Experimente wurden mit rekonstituierten Proteinen durchgeführt. Es wird daher im Folgen-
den nicht mehr explizit auf den rekonstituierten Zustand von SkfB und dessen Varianten hinge-
wiesen. 
 
 
Abbildung 4.33: Spektroskopische Charakterisierung von SkfB. (A) Das UV-Vis-Spektrum von nicht reduziertem 
SkfB (blau) zeigt Absorptionsbanden bei 325 nm und 410 nm, wohingegen das UV-Vis-Spektrum von reduziertem 
SkfB (grau) keine charakteristischen Absorptionsbanden besitzt. (B) EPR-Spektren von reduziertem (grau) und nicht 
reduziertem (blau) SkfB. Im Spektrum der nicht reduzierten Spezies ist ein Signal bei g = 2.01 zu detektieren. Das 
reduzierte Protein verfügt über EPR-Signale bei g = 2.04 und g = 1.93. 
 
Das UV-Vis-Spektrum von nicht reduziertem SkfB (Abbildung 4.33a, blau) zeigt die für Fe/S-
Cluster-haltigen Proteine typischen Absorptionsbanden bei 325 nm und 410 nm. Die Absorpti-
onsbande bei 410 nm ist charakteristisch für [4Fe-4S]-Cluster enthaltende Proteine (Ugulava et 
al., 2000). Das UV-Vis-Spektrum von reduziertem SkfB (grau) zeigt keine spezifischen Absorp-
tionsbanden. Im Gegensatz dazu ist reduziertes SkfB EPR-aktiv (Abbildung 4.33b, grau). Im 
EPR-Spektrum sind deutliche Signale bei g = 2.04 und g = 1.93 zu detektieren. Die gemesse-
nen g-Werte sind charakteristisch für [4Fe-4S]-Cluster enthaltene Proteine (Sweeney and Rabi-
nowitz, 1980). Im EPR-Spektrum von nicht reduziertem SkfB ist ein Signal bei g = 2.01 zu be-
obachten. Der in Radical SAM Enzymen enthaltene [4Fe-4S]2+ ist eigentlich EPR inaktiv. Da nur 
drei der vier Eisenatome durch Cysteine koordiniert sind, kann es jedoch zu einer Degradierung 
des Clusters kommen, so dass ein [3Fe-4S]+ entsteht, der ein EPR-Signal mit g = 2.01 besitzt 
(Duschene and Broderick, 2010). Die spektroskopischen Eigenschaften von SkfB deuten auf 
das Vorhandensein von zwei [4Fe-4S]-Clustern hin. Um die Beschaffenheit des zweiten Clus-
280 480
0.0
0.4
0.8
1.2
 SkfB + DT
SkfB 
Wellenlänge / nm
Op
tis
ch
e 
Di
ch
te
1.71.81.92.02.12.22.3
0
0
 SkfB
SkfB + DT
g = 1,93
g = 2,04
g-value
g = 2,01
A B
ERGEBNISSE 
 128 
ters genau bestimmen zu können, wurde die SkfBC117A C121A C124A-Variante ebenfalls per UV-Vis- 
und EPR-Spektroskopie charakterisiert (Abbildung 4.34). 
 
 
Abbildung 4.34: Spektroskopische Charakterisierung der SkfBC117A C121A C124A-Mutante. (A) UV-Vis-Spektren von 
reduziertem (grau) und nicht reduziertem (blau) SkfBC117A C121A C124A. Im Spektrum der nicht reduzierten SkfB-Mutante 
sind Absorptionsbanden bei 325 nm und 410 nm zu identifizieren. (B) EPR-Spektrum der reduzierten SkfB-Variante. 
Es sind die für [4Fe-4S]-Cluster typischen Signale bei g = 2.03 und g = 1.92 zu beobachten. 
 
Das UV-Vis Spektrum von reduziertem SkfBC117A C121A C124A (Abbildung 4.34a, grau) zeigt keine 
spezifischen Absorptionsbanden. Im Gegensatz dazu ist die nicht reduzierte SkfB-Mutante UV-
Vis-aktiv (blau) und besitzt Absorptionsbanden bei 325 nm und 410 nm. Dieses Ergebnis legt 
nahe, dass SkfB einen zweiten [4Fe-4S]-Cluster koordiniert, da die beobachteten Absorptions-
banden charakteristisch für [4Fe-4S]2+-Cluster sind (Ugulava et al., 2000). Das EPR-Spektrum 
von reduziertem SkfBC117A C121A C124A unterstützt diese Vermutung (Abbildung 4.34b). Es sind die 
für [4Fe-4S]-Cluster charakteristischen Signale bei g = 2.03 und g = 1.92 zu identifizieren.  
 
 
Abbildung 4.35: Temperaturabhängigkeit der Intensität des EPR-Signals von reduzierten SkfBC117A C121A C124A. Die 
maximale Intensität ist bei einer Temperatur von ungefähr 20 K zu beobachten. 
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Um die Präsenz von [2Fe-2S]-Clustern ausschließen zu können, wurde die Temperaturabhän-
gigkeit der Intensität des EPR-Signals bei g = 1.92 untersucht (Abbildung 4.35). Die maximale 
Intensität des EPR-Signals wurde bei einer Temperatur von ca. 20 K beobachtet, was charakte-
ristisch für [4Fe-4S]-Cluster enthaltende Proteine ist. [2Fe-2S]-Cluster hingegen besitzen eine 
maximale Intensität bei einer deutlich höheren Temperatur von 60 K bis 70 K (Ugulava et al., 
2001a). Aus diesem Grund ist die Anwesenheit von [2Fe-2S]-Clustern auszuschließen. SkfB 
besitzt demnach einen zweiten [4Fe-4S]-Cluster. 
4.2.6 Herstellung des Vorläuferpeptids des Sporulation Killing Factors 
Das Vorläuferpeptid des Sporulation Killing Factors SkfA wurde im Gegensatz zu SboA nicht 
fertig synthetisiert erworben, sondern über heterologe Expression in E. coli hergestellt (Abbil-
dung 4.36). Dadurch war es möglich, verschiedenste Substitutionen innerhalb der Aminosäu-
resequenz einzufügen und die daraus resultierenden SkfA-Varianten in vitro auf die von SkfB 
katalysierte Thioetherbrückenbildung zu untersuchen. Zur Herstellung von SkfA wurde zunächst 
skfA aus der chromosomalen DNA von B. subtilis 168 per PCR amplifiziert und in den pET-
48b(+)-Vektor kloniert. Dadurch wurde auf DANN-Ebene ein Thioredoxin-SkfA-Fusionsgen er-
halten, das durch die Sequenz der HRV-3C-Protease-Schnittstelle verbunden ist. Durch eine 
anschließende SLIM-Mutagenese wurde die Sequenz der HRV-3C-Protease-Schnittstelle durch 
die Sequenz der TEV-Protease-Schnittstelle ersetzt. Anschließend wurden E. coli BL21 (DE3)-
Zellen mit dem erhaltenen pET-48b(+) skfA-Plasmid transformiert. Die nachfolgende Expression 
des Thioredoxin-SkfA-Fusionsproteins wurde in LB-Medium durchgeführt. Nach erfolgreicher 
Reinigung per Ni2+-NTA-Affinitätschromatographie wurde das Fusionsprotein durch Verdau mit 
der TEV-Protease gespalten. Es wurde Thioredoxin und eine SkfA-Spezies, die am N-Terminus 
über einen zusätzlichen Serinrest verfügt (SerSkfA), erhalten. Diese Vorläuferpeptidvariante 
wurde mittels analytischer HPLC final gereinigt. SerSkfA enthaltende Fraktionen wurden verei-
nigt und lyophilisiert. Die Ausbeute an SerSkfA betrug ungefähr 1 mg pro Liter Expressionskul-
tur. 
Zur Synthese von SerSkfA-Varianten wurde die Basensequenz des pET-48b(+) skfA-Plasmids 
mit Hilfe der SLIM-Methode mutiert. Anschließend wurden die neu erhaltenen pET-48b(+) 
skfAVariante-Vektoren in E. coli BL21 (DE3)-Zellen transformiert. Das jeweilige Thioredoxin-
SkfAVariante-Fusionsprotein wurde in LB-Medium exprimiert, per Ni2+-NTA-Affinitätschromato-
graphie gereinigt und mit Hilfe der TEV-Protease gespalten. Die finale Reinigung der Vorläufer-
peptidvarianten gelang durch analytische HPLC, wie Abbildung 4.37 für die SerSkfAM12A-Mutan-
te zeigt. Eine Liste der generierten SerSkfA-Varianten findet sich in Tabelle A.2 und eine Über-
sicht über die Chromatogramme der HPLC-Reinigungen in den Abbildungen A.16 und A.17. Die 
Ausbeute an SerSkfAVariante betrug jeweils ungefähr 1 mg pro Liter Expressionskultur. 
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Abbildung 4.36: Strategie zur Gewinnung des SKF-Vorläuferpeptids SerSkfA. Zunächst wurde das skfA-Gen in den 
pET-48b(+)-Vektor kloniert. Das erhaltene trx-skfA-Fusionsgen wurde anschließend mittels SLIM-Methode modifi-
ziert. Nach erfolgreicher Expression in E. coli BL21 (DE3)-Zellen wurde das Thioredoxin-SkfA-Fusionsprotein mit 
Hilfe der TEV-Protease in zwei Komponenten getrennt. Die so erzeugte SkfA-Variante verfügt über einen zusätzli-
chen N-terminalen Serinrest (SerSkfA). Abschließend wurde SerSkfA mittels HPLC gereinigt und lyophilisiert. 
 
 
Abbildung 4.37: HPLC UV-Chromatogramm der finalen Reinigung der SerSkfAM12A-Variante. Das Massenspektrum 
des Peaks bei einer Retentionszeit von 12.1 min ist ebenfalls mit angegeben. Es ist mit dem vorhergesagten Mas-
senspektrum von SerSkfAM12A identisch. 
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4.2.7 Massenanalytik des SerSkfA Vorläuferpeptids 
Zur Vorbereitung der Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SkfB wurde SerSkfA zunächst per 
HPLC-HRMS analysiert, um eine auf das Vorläuferpeptid angepasste Methode zu entwickeln. 
Dazu wurden 50 µL einer 200 µM SerSkfA-Lösung in die HPLC-Anlage injiziert und mit dem in 
Kapitel 3.5.5.1 beschriebenen Gradienten getrennt. Das erhaltene Massenspektrum des vo-
raussichtlichen Vorläuferpeptid-Peaks ist in Abbildung 4.38a gezeigt. 
 
 
Abbildung 4.38: Massenspektren der HPLC-HRMS des SKF-Vorläuferpeptids SerSkfA. (A) Massenspektrum der 
Analyse von SerSkfA mit der ursprünglichen Methode zur Analyse von SboA. Es sind mehrere Massensignale mit 
einer Differenz von 28.49 Masseneinheiten, was einer dekonvolierten Massendifferenz von 113.99 u entsprcht, zu 
detektieren. Diese Differenz entspricht der Masse von TFA. Bei den beobachteten Verbindungen handelt es sich 
demnach um SerSkfA-TFA-Addukte. (B) Massenspektrum der Analyse von SerSkfA mit einer in-source-Fragmentie-
rung von 30 V. Die Intensität der TFA-Addukte wurde auf ein Minimum reduziert. Es ist fast ausschließlich SerSkfA 
mit einem m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1505.2690 zu detektieren. 
 
Es zeigen sich mehrere Massensignale, die mehreren Verbindungen zugeordnet werden müs-
sen, da alle beobachteten Signale vierfach positiv geladenen Spezies entsprechen. Der Verbin-
dung mit dem leichtesten Massenspektrum ist ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1505.2690 
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zuzuordnen. Es stimmt mit dem berechneten m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1505.2706 für Ser-
SkfA überein. Interessant ist, dass sich alle weiteren Massenspektren in einer Differenz von 
ungefähr 28.49 Masseneinheiten unterscheiden. Da es sich bei den detektierten Verbindungen 
jeweils um vierfach positiv geladene Spezies handelt, liegt die tatsächliche Massendifferenz bei 
ungefähr 113.99 u, was der exakten Masse von TFA ([M] = 113.9928) entspricht. Bei den weite-
ren Verbindungen scheint es sich demnach um SerSkfA-TFA-Addukte zu handeln, die während 
des Ionisationsvorgangs gebildet wurden. Aus diesem Grund wurde die Methode durch eine in-
source-Fragmentierung mit zunächst 10 V, 20 V, 30 V und 40 V erweitert. Die resultierenden 
Massenspektren sind in den Abbildungen 4.38b und A.18 zu sehen. Ab einer in-source-Frag-
mentierung von 30 V sind die Massensignale der SerSkfA-TFA-Addukte auf ein Minimum redu-
ziert. Die Methode zur Analyse der Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SkfB wurde deshalb 
dahingehend geändert. 
4.2.8 Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SerSkfA und SkfB 
Es wurden vier Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SerSkfA durchgeführt. Zu diesen zählten 
1.) eine Kontrolle mit Zugabe von DT und SAM, aber ohne die Zugabe von SkfB, 2.) eine weite-
re Kontrolle mit zusätzlicher Zugabe von Iodacetamid nach vierstündiger Inkubation, 3.) der 
Reaktionsassay mit Zugabe von DT, SAM und SkfB und 4.) der Reaktionsassay mit zusätzlicher 
Iodacetamidzugabe nach einer Reaktionszeit von 4 h. Die Zugabe von Iodacetamid wurde 
durchgeführt, um zwischen Thioether- und Disulfidbrückenbildung unterscheiden zu können 
(Abbildung 4.11). Im Unterschied zu den Modifikationsassays mit SboA (Kapitel 4.1.8) wurden 
die Assays mit SerSkfA anschließend nicht mit Methanol extrahiert, sondern wurden absichtlich 
durch Luftzugabe oxidiert. Dies sollte in der Kontrolle zu einer einfachen Disulfidbrückenbildung 
führen. Im Reaktionsassay sollte hingegen die Bildung einer zweifach verbrückten SerSkfA-
Spezies zu beobachten sein, bestehend aus einem Thioether und einer Disulfidbrücke. Falls 
SkfB nicht in der Lage war, die Thioetherbrückenbildung zu katalysieren sollte im Assay eben-
falls nur einfach verbrücktes SerSkfA zu finden sein. Durch die Kontrolle und den Reaktionsas-
say mit Zugabe von Iodacetamid konnte dann genau zwischen Disulfidbrücke und Thioether-
brücke in den unterschiedlich verknüpften SerSkfA-Derivaten unterschieden werden. Die HPLC-
HRMS-Analyse der Kontrolle und des Reaktionsassays ohne Zugabe von Iodacetamid ist in 
Abbildung 4.39 gezeigt. Im extrahierten Ionenchromatogramm der Kontrolle (Abbildung 4.39a) 
ist ein Peak mit einer Retentionszeit von 12.8 min zu identifizieren. Die Verbindung (Abbildung 
4.39c) besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1504.776, was dem m/z-Verhältnis von einfach 
verbrückten SerSkfA von [M+4H]4+ = 1504.7667 entspricht. Im Reaktionsassay (Abbildung 
4.39b) wurde ein neuer Peak mit einer Retentionszeit von 14.7 min detektiert. Die Verbindung 
besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1504.2708, was dem m/z-Verhältnis von 2b-SerSkfA 
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von [M+4H]4+ = 1504.2628 entspricht. Die HPLC-HRMS-Analysen der Kontrolle und des Reakti-
onsassays mit Iodacetamidzugabe finden sich in Abbildung A.19c&d. In der Kontrolle wurde im 
extrahierten Ionenchromatogramm eine Verbindung mit einer Retentionszeit von 13.2 min iden-
tifiziert. Die zugehörige SerSkfA-Spezies besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1548.0331 
und ist damit dreifach carbamidomethyliertem SerSkfA zuzuordnen, was ein berechnetes m/z-
Verhältnis von [M+4H]4+ = 1548.0367 besitzt. Bei der in der Kontrolle beobachteten Verbrü-
ckung handelt es sich demnach um eine Disulfidbindung. Im extrahierten Ionenchromatogramm 
der HPLC-HRMS-Analyse des Reaktionsassays findet sich zwei Peaks mit Retentionszeiten 
von 11.7 min und 13.0 min. Die Verbindung mit einer Retentionszeit von 13.0 entspricht dreifach 
carbamidomethyliertem SerSkfA. Die Verbindung mit einer Retentionszeit von 11.7 min besitzt 
ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1533.2827. Dieses m/z-Verhältnis ist in Übereinstimmung mit 
dem von einfach verbrücktem SerSkfA, das zusätzlich über zwei carbamidomethylierte Cystein-
reste verfügt ([M+4H]4+ = 1533.2774). Bei der zusätzlichen im Reaktionsassay beobachteten 
Verbrückung handelt es sich demnach um einen Thioether. SkfB ist daher in der Lage, die Thi-
oetherbrückenbildung in SerSkfA zu katalysieren. 
 
 
Abbildung 4.39: HPLC-HRMS-Analyse der Kontrolle und des Reaktionsassays mit SerSkfA. (A) Extrahiertes Ionen-
chromatogramm der Kontrolle. Die extrahierte Masse ist jeweils mit angegeben. (B) Extrahiertes Ionenchromato-
gramm des Reaktionsassays. (C) Massenspektren der Peaks in den extrahierten Ionenchromatogrammen. Die Mas-
senspektren sind farblich mit den in (A) und (B) gezeigten Peaks verknüpft.  
 
4.2.9 Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SerSkfA-Varianten 
Um die Substratspezifität von SkfB gegenüber der Donor- und Akzeptoraminosäure zu untersu-
chen, wurden insgesamt 13 SerSkfA-Varianten generiert: zwei Cys4-Mutanten, eine Cys4 zu 
Met12 Austauschmutante und zehn Met12-Varianten. Die SerSkfAC4A-Variante wurde erzeugt, 
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um die Regiospezifität der Thioetherbrückenbildung bezüglich des Cysteindonors zu überprü-
fen, da die Cysteine Cys1 und Cys16 ebenfalls als Donor in Frage kommen könnten. Es wur-
den, wie für SerSkfA, vier verschiedene Assays durchgeführt. Die Ergebnisse der HPLC-HRMS-
Analyse der Assays ist in den Abbildungen 4.40 und A.20 zu finden. Nach Oxidation der Proben 
mit Luftsauerstoff konnte in der Kontrolle (Abbildung A.20a) eine SerSkfAC4A-Spezies mit einer 
Retentioszeit von 12.5 min und einem m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1496.7785 nachgewiesen 
werden. Dieselbe SerSkfAC4A-Spezies wurde im Reaktionsassay (Abbildung A.20b) nachgewie-
sen (tR = 12.5 min; [M+4H]4+ = 1496.7790). Bei dieser Verbindung handelt es sich um einfach 
verbrücktes SerSkfAC4A mit einem berechneten m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1496.7737. Um 
zu überprüfen, dass in beiden Verbindungen jeweils eine Disulfidbrücke vorlag, wurden eben-
falls Kontrolle und Reaktionsassay mit Iodacetamidzugabe durchgeführt (Abbildung 4.40a-c). Im 
extrahierten Ionenchromatogramm der Kontrolle mit Iodacetamidzugabe ist ein Peak mit einer 
Retentionszeit von 13.8 min zu identifizieren. Die detektierte Verbindung besitzt ein m/z-Ver-
hältnis von [M+4H]4+ = 1529.7921. Im Reaktionsassay ist ebenfalls dieselbe SerSkfAC4A-Spezies 
mit einer Retentionszeit von 13.8 min und einem m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1529.7873 zu 
beobachten. Bei beiden SerSkfAC4A-Derivaten handelt es sich um zweifach carbamidomethylier-
tes SerSkfAC4A, das ein berechnetes m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1525.7883 besitzt. 
 
 
Abbildung 4.40: HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAC4A-Assays mit Iodacetamidzugabe. (A) Das extrahierte Ionen-
chromatogramm der Kontrolle mit Iodacetamid zeigt einen Peak bei einer Retentionszeit von 13.8 min. (B) Extrahier-
tes Ionenchromatogramm des Reaktionsassays mit Iodacetamid. Es ist ebenfalls eine Verbindung mit einer Retenti-
onszeit von 13.8 zu identifizieren. (C) Massenspektren der Verbindungen aus Kontrolle und Assay. Sie sind jeweils 
farblich den extrahierten Peaks zuzuordnen. 
 
Um Rückschlüsse auf den Mechanismus der Thioetherbildung ziehen zu können, wurde die 
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mit der des Donors vertauscht. Falls SkfB in der Lage ist, die Bildung des Thioethers zu kataly-
sieren, entstände eine Bindung in umgekehrter Richtung. Die Ergebnisse der HPLC-HRMS-
Analyse der Assays sind in den Abbildungen 4.41 und A.21 gezeigt. In der Kontrolle (Abbildung 
A.21a) ist nach Oxidation eine SerSkfAC4M M12C-Spezies mit einem m/z-Verhältnis von 
[M+4H]4+ = 1504.7671 und einer Retentionszeit von 12.2 min zu detektieren. Im Reaktionsassay 
(Abbildung A.21b) ist ebenfalls eine Verbindung mit einem fast identischen m/z-Verhältnis von 
[M+4H]4+ = 1504.7619 und einer Retentionszeit von 12.7 min zu identifizieren. Bei beiden Spe-
zies handelt es sich um einfach verbrückte SerSkfAC4M M12C-Derivate ([M+4H]4+ = 1504.7667). 
Um zwischen einer Thioether- und Disulfidbildung unterscheiden zu können, wurden die Assays 
nach der Reaktion mit Iodacetamid versetzt (Abbildung 4.41a-c). Im extrahierten Ionenchroma-
togramm der Kontrolle ist ein Peak bei 13.0 min zu beobachten. Die zugehörige Verbindung 
besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1548.0437. Die SerSkfAC4M M12C-Spezies, die im 
extrahierten Ionenchromatogramm der HPLC-HRMS-Analyse des Reaktionsassays bei 
13.1 min identifiziert wurde besitzt ein ähnliches m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1548.0380. Das 
m/z-Ver-hältnis entspricht in beidem Fällen dem von dreifach carbamidomethyliertem SerSk-
fAC4M M12C ([M+4H]4+ = 1548.0367). SkfB war demnach nicht in der Lage, die Bildung eines um-
gedrehten Thioethers zu katalysieren. 
 
 
Abbildung 4.41: HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAC4M M12C-Assays mit Iodacetamidzugabe. (A) Das extrahierte 
Ionenchromatogramm der Kontrolle mit Iodacetamid zeigt einen Peak bei einer Retentionszeit von 13.0 min. (B) 
Extrahiertes Ionenchromatogramm des Reaktionsassays mit Iodacetamid. Es ist eine Verbindung mit einer Retenti-
onszeit von 13.1 zu identifizieren. (C) Massenspektren der Verbindungen aus Kontrolle und Assay. Sie sind jeweils 
farblich den extrahierten Peaks zuzuordnen. 
 
Die Frage, ob die in der Sactipeptidbiosynthese involvierten Radical SAM Enzyme in der Lage 
sind, die Bildung von Ethern zu katalysieren, wurde für AlbA im Rahmen der in vivo-Studien 
(Kapitel 4.1.16) beantwortet. Für SkfB wurden in vitro-Assays mit der SerSkfAC4S-Variante 
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durchgeführt. In der HPLC-HRMS-Analyse der Kontrolle (Abbildung A.22a) sind trotz Oxidation 
zwei Peaks mit Retentioszeiten von 12.3 min und 13.8 min zu beobachten. Die Verbindung mit 
der geringeren Retentionszeit besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1500.7810 und ist damit 
einfach verbrücktem SerSkfAC4S zuzuordnen ([M+4H]4+ = 1500.7724). Die Verbindung mit der 
höheren Retentionszeit besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1501.2855 und ist demnach 
unverbrücktem SerSkfAC4S zuzuordnen ([M+4H]4+ = 1501.2763). Im Reaktionsassay ist im extra-
hierten Ionenchromatogramm nur 1b-SerSkfAC4S bei 12.3 min mit einem m/z-Verhältnis von 
[M+4H]4+ = 1500.7781 zu detektieren (Abbildung A.22b). Zur Unterscheidung zwischen Disulfid- 
und Thioetherbrückenbildung wurden Kontrolle und Reaktionsassay mit Iodacetamid versetzt 
(Abbildung 4.42). Im Ionenchromatogramm der Kontrolle mit Iodacetamidzugabe wurde ein 
Peak mit einer Retentionszeit von 13.3 min extrahiert. Die zugehörige Verbindung besitzt ein 
m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1529.7987. Im mit Iodacetamid versetzten Reaktionsassay ist im 
extrahierten Ionenchromatogramm ebenfalls eine Verbindung mit einer Retentionszeit von 
13.3 min zu identifizieren. Sie besitzt ein ähnliches m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1529.7853. 
Bei beiden Verbindungen handelt es sich um zweifach carbamidomethyliertes SerSkfAC4S, das 
über ein berechnetes m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1529.7870 verfügt. 
 
 
Abbildung 4.42: HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAC4S-Assays mit Iodacetamidzugabe. (A) Das extrahierte Ionen-
chromatogramm der Kontrolle mit Iodacetamid zeigt einen Peak bei einer Retentionszeit von 13.3 min. (B) Extrahier-
tes Ionenchromatogramm des Reaktionsassays mit Iodacetamid. Es ist ebenfalls eine Verbindung mit einer Retenti-
onszeit von 13.3 zu identifizieren. (C) Massenspektren der Verbindungen aus Kontrolle und Assay. Sie sind jeweils 
farblich den extrahierten Peaks zuzuordnen. 
 
Die restlichen zehn SerSkfA-Mutanten sollten Aufschluss über die Substratspezifität von SkfB 
bezüglich der Akzeptoraminosäure bringen. Dafür wurden die Varianten SerSkfAM12A, SerSk-
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fAM12E und SerSkfAM12L generiert. Die Aminosäuren der ersten sechs Mutanten wurden ausge-
wählt, da sie als Akzeptor in anderen Sactipeptiden wie Subtilosin A (Kawulka et al., 2003), 
Thurincin H (Sit et al., 2011b) und Thuricin CD (Rea et al., 2010; Sit et al., 2011a) vorkommen. 
Die restlichen vier Aminosäuren wurden wegen ihrer strukturellen Ähnlichkeit zu Methionin aus-
gewählt. Im Gegensatz zu den bisher durchgeführten Assays wurden für die SerSkfA-Varianten 
der Akzeptoraminosäure nur je eine Kontrolle und ein Reaktionsassay erbracht. Eine erfolgrei-
che Modifikation des Vorläuferpeptids durch SkfB wurde durch Nachweis der zweifach verb-
rückten Spezies im Reaktionsassay nachgewiesen. Wurde nach Oxidation nur einfach ver-
brücktes SerSkfAVariante gefunden, wird angenommen, dass sie eine Disulfidbindung enthält. In 
den SerSkfA-Assays konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass sich nach erfolgreicher Thi-
oetherbrückenbildung eine Disulfidbrücke unter den oxidativen Bedingungen der weiteren Auf-
arbeitung ausbildete und somit ein Massenspektrum, das einer zweifach verbrückten Spezies 
entspricht, detektiert wurde. Exemplarisch werden im Folgenden die HPLC-HRMS-Analysen der 
Assays mit SerSkfAM12Y und SerSkfAM12E vorgestellt. Die restlichen HPLC-HRMS-Analysen sind 
in Abbildung A.23 bis A.30 zusammengefasst. Die Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der 
Assays mit SerSkfAM12Y sind in Abbildung 4.43 gezeigt. Im extrahierten Ionenchromatogramm 
der Kontrolle ist ein Peak bei einer Retentionszeit von 12.8 min zu identifizieren. Die zugehörige 
Verbindung besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1512.7815 und entspricht damit der ein-
fach verbrückten SerSkfAM12Y-Variante ([M+4H]4+ = 1512.7724). Im Ionenchromatogramm des 
Reaktionsassays ist ein weiterer Peak bei einer Retentionszeit von 14.9 min zu identifizieren. 
Die zugehörige SerSkfAM12Y-Spezies besitzt ein m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1512.2704. Es 
handelt sich hierbei um zweifach verbrücktes SerSkfAM12Y ([M+4H]4+ = 1512.2685). 
 
 
Abbildung 4.43: HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12Y-Assays. (A) Das extrahierte Ionenchromatogramm der Kon-
trolle zeigt einen Peak bei einer Retentionszeit von 12.8 min. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Reaktions-
assays. Es ist neben der Verbindung mit einer Retentionszeit von 12.8 min eine neue Verbindung bei 14.9 min zu 
identifizieren. (C) Massenspektren der Verbindungen aus Kontrolle und Assay. Sie sind jeweils farblich den extrahier-
ten Peaks zuzuordnen. 
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Zum Vergleich ist das Ergebnis der HPLC-HRMS-Analyse der Assays mit SerSkfAM12E in Abbil-
dung 4.44 gezeigt. Bei dieser Substitution der Akzeptoraminosäure findet keine SkfB-katalysier-
te Modifikation am Vorläuferpeptid statt. Im extrahierten Ionenchromatogramm der Kontrolle ist 
eine Verbindung mit einem m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1504.2668 und einer Retentionszeit 
von 12.3 min zu identifizieren. Dieselbe Verbindung wird auch im Reaktionsassay mit einer Re-
tentionszeit von 12.3 min und einem m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1504.2761 nachgewiesen. 
Dabei handelt es sich jeweils um einfach verbrücktes SerSkfAM12E, das über ein berechnetes 
m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1504.2672 verfügt. 
 
 
Abbildung 4.44: HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12E-Assays. (A) Das extrahierte Ionenchromatogramm der Kon-
trolle zeigt einen Peak bei einer Retentionszeit von 12.3 min. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Reaktions-
assays. Es ist ebenfalls die Verbindung mit einer Retentionszeit von 12.3 min zu identifizieren. (C) Massenspektren 
der Verbindungen aus Kontrolle und Assay. Sie sind jeweils farblich den extrahierten Peaks zuzuordnen. 
 
Einen Überblick der Ergebnisse aller Assays mit den SerSkfA-Akzeptoraminosäure-Varianten 
gibt Tabelle 4.6. In sieben der zehn untersuchten Mutanten ist die Bildung einer zweifach verb-
rückten SerSkfA-Spezies zu beobachten, was auf eine hohe Substrattoleranz hinsichtlich der 
Akzeptorposition schließen lässt. Drei der SerSkfA-Varianten wurden von SkfB nicht modifiziert. 
In diesen Mutanten wurde Methionin gegen stark hydrophile Aminosäuren ausgetauscht. Zu-
sätzlich zur Bestimmung der eigentlichen Modifizierung wurden die Umsätze quantifiziert. Dafür 
wurden die Flächen der extrahierten Ionenchromatogramme der einfach verbrückten und zwei-
fach verbrückten SerSkfA-Varianten verglichen. Es wurde zunächst aus beiden Flächen die 
Gesamtfläche bestimmt. Der prozentuelle Anteil der Fläche der zweifach verbrückten SerSkfA-
Spezies entsprach dann deren Umsatz. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.7 gezeigt. Unter den 
Reaktionsbedingungen wurden maximal 60% des Vorläuferpeptids modifiziert. Auch lässt sich 
ein Unterschied in der Modifikationseffizienz der verschiedenen Akzeptor-Varianten erkennen. 
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Tabelle 4.6: Übersicht über die, in den HPLC-HRMS-Analysen der Assays der SerSkfA-Akzeptoraminosäure-Varian-
ten, detektierten SerSkfAVariante-Spezies. Die m/z-Verhältnisse beziehen sich immer auf die vierfach positiv geladene 
Verbindung ([M+4H]4+). Die berechneten m/z-Verhältnisse der verschieden verbrückten Spezies sind jeweils mit 
angegeben. 
SerSkfAVariante m/z (WT)1 rt (WT)2 m/z (1b)3 tR (1b)4 m/z (2b)5 tR (1b)6 
M12A berechnet 1490.2697 -7 1489.7658 - 1489.2619 - 
M12A Kontrolle - - 1489.7680 12.2 min - - 
M12A Assay - - nb8 12.2 min 1489.2712 14.6 min 
M12L berechnet 1500.7815 - 1500.2776 - 1499.7737 - 
M12L Kontrolle 1500.7876 14.5 min 1500.2855 13.6 min - - 
M12L Assay - - nb 13.8 min 1499.7818 15.4 min 
M12F berechnet 1509.2776 - 1508.7737 - 1508.2697 - 
M12F Kontrolle - - 1508.7782 13.5 min - - 
M12F Assay - - nb 13.6 min 1508.2768 15.6 min 
M12Y berechnet 1513.2763 - 1512.7724 - 1512.2685 - 
M12Y Kontrolle - - 1512.7815 12.8 min - - 
M12Y Assay - - nb 12.9 min 1512.2704 - 
M12T berechnet 1497.7724 - 1497.2685 - 1496.7646 - 
M12T Kontrolle - - 1497.2714 12.0 min - - 
M12T Assay - - nb 12.2 min 1496.7695 14.5 min 
M12S berechnet 1494.2685 - 1493.7646 - 1496.2606 - 
M12S Kontrolle 1494.2704 12.7 min 1493.7663 11.8 min - - 
M12S Assay nb 12.5 min nb 11.7 min 1493.2684 14.9 min 
M12N berechnet 1501.0185 - 1500.5173 - 1500.0134 - 
M12N Kontrolle - - 1500.5223 11.9 min - - 
M12N Assay - - nb 12.1 min 1500.0192 14.5 min 
M12E berechnet 1504.7711 - 1504.2672 - 1503.7633 - 
M12E Kontrolle - - 1504.2688 12.3 min - - 
M12E Assay - - 1504.2761 12.3 min - - 
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SerSkfAVariante m/z (WT)1 rt (WT)2 m/z (1b)3 tR (1b)4 m/z (2b)5 tR (1b)6 
M12Q berechnet 1504.2731 - 1503.7692 - 1503.2654 - 
M12Q Kontrolle - - 1503.7769 13.1 min - - 
M12Q Assay - - 1503.7746 13.3 min - - 
M12K berechnet 1504.5342 - 1504.0303 - 1503.5264 - 
M12K Kontrolle - - 1504.0348 11.6 min - - 
M12K Assay - - 1504.0377 12.0 min - - 
1m/z-Verhältnis der nicht verbrückten SerSkfA-Variante; 2Retentionszeit der nicht verbrückten SerSkfA-Variante; 
3m/z-Verhältnis der einfach verbrückten SerSkfA-Variante; 4Retentionszeit der einfach verbrückten SerSkfA-Variante; 
5m/z-Verhältnis der zweifach verbrückten SerSkfA-Variante. 6Retentionszeit der zweifach verbrückten SerSkfA-Vari-
ante; 7Der Strich zeigt an, dass die jeweilige Eigenschaft bzw. SerSkfA-Spezies nicht berechnet bzw. beobachtet 
werden konnte; 8Das jeweilige m/z-Verhältnis wurde nicht erneut bestimmt. Es ist nur die Retentionszeit angeben. 
 
Tabelle 4.7: Übersicht über die prozentualen Umsätze der untersuchten SerSkfA-Varianten in die jeweils zweifach 
verbrückte Spezies in 4 h Reaktionszeit. Fand keine von SkfB katalysierte Modifikation statt, betrug der Umsatz 0%. 
Variante Umsatz in 4 h Variante Umsatz in 4 h 
SerSkfA 56% SerSkfAC4A 0% 
SerSkfAC4S 0% SerSkfAC4M M12C 0% 
SerSkfAM12A 53% SerSkfAM12L 48% 
SerSkfAM12F 51% SerSkfAM12Y 63% 
SerSkfAM12T 19% SerSkfAM12S 25% 
SerSkfAM12N 26% SerSkfAM12E 0% 
SerSkfAM12Q 0% SerSkfAM12K 0% 
 
4.2.10 Modifikationsassays mit der leaderpeptidlosen SkfA-Variante 
Um die Funktion des Leaderpeptids innerhalb der von SkfB katalysierten Reaktion zu untersu-
chen, wurden Modifikationsassays mit einer leaderpeptidlosen SkfA-Variante, in der die 29 N-
terminalen Aminosäuren entfernt waren, durchgeführt. Es wurden die in Kapitel 4.2.8 beschrie-
benen Assays durchgeführt und anschließend mittels HPLC-HRMS analysiert (Abbildungen 
4.45 & A.31). Nach Probenaufbereitung unter oxidativen Bedingungen war in der Kontrolle eine 
llSkfA-Spezies mit einem m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 1401.6725 zu identifizieren. Sie ist da-
mit einfach verbrücktem llSkfA mit einem m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 1401.6699 zuzuordnen. 
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Wird die Verbindung mit Iodacetamid versetzt, bildet sich ein Derivat mit einem m/z-Verhältnis 
von [M+2H]2+ = 1488.2126, das dreifach carbamidomethyliertem llSkfA ([M+2H]2+ = 1488.2099) 
zuzuordnen ist. Im Reaktionsassay ist, wie in der Kontrolle eine, einfach verbrückte llSkfA-Spe-
zies mit einem m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 1401.6732 zu identifizieren. Dieses llSkfA-Derivat 
lässt durch Iodacetamid ebenfalls dreimal carbamidomethylieren. Nach Iodacetamidzugabe wird 
im Reaktionsassay ausschließlich eine Verbindung mit einem m/z-Verhältnis von [M+2H]2+ = 
1488.2138 detektiert. Die Retentionszeiten der in Kontrolle und Assay identifizierten Verbindun-
gen sind ebenfalls identisch. 
 
 
Abbildung 4.45: Massenspektren der HPLC-HRMS-Analysen der verschiedenen Vorläuferpeptimodifikationsassays 
mit llSkfA. Gezeigt sind jeweils die Massenspektren der in Abbildung A.31 extrahierten Peaks. 
 
4.2.11 Identifikation der zweiten [4Fe-4S]-Clusterbindungstelle in SkfB 
In den Kapitelen 4.2.3 und 4.2.5 wurde gezeigt, dass SkfB einen zweiten [4Fe-4S]-Cluster bin-
det. Zur Bestimmung der Koordinationsstelle des zweiten Clusters wurde, wie schon für AlbA, 
ein Alignment mit weiteren putativen Radical SAM Enzymen, die in Sactipeptid-produzierenden 
Gencluster vorkommen durchgeführt (Abbildungen 4.21 und A.11). In der Aminosäuresequenz 
von SkfB sind wie bei AlbA drei Cysteinreste im C-terminalen Bereich konserviert. Da für AlbA 
gezeigt wurde, dass diese Cysteine den zweiten [4Fe-4S]-Cluster koordinieren, wurde auch für 
SkfB zunächst davon ausgegangen, dass diese Aminosäuren den zweiten Fe/S-Cluster koordi-
nieren. Bei SkfB handelt es sich um die Cysteine Cys380 Cys385 und Cys387. Daher wurde 
mittels der SLIM-Methode die SkfBC380A C385 C387A-Variante generiert. Nach erfolgreicher Reini-
gung per Ni2+-NTA-Affinitätschromatograpie und Rekonstitution wurden 20 mg Protein pro Liter 
Expressionkultur erhalten. Anschließend wurde der Eisengehalt der SkfB-Mutante bestimmt. 
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Dafür wurde auf die in Kapitel 4.1.3 bestimmte Eichgerade zurückgegriffen, um aus den be-
stimmten Optischen Dichten bei 593 nm des Fe-Ferene Komplexes die Eisenmenge zu be-
stimmen. Ein Überblick über die bestimmten Daten gibt Tabelle 4.8. Daraus ergibt sich ein 
durchschnittlicher Eisengehalt von 4.20 ± 0.11 Äquivalenten pro Äquivalent SkfBC380A C385A C387A. 
Der Eisengehalt hat sich im Vergleich zum Wild-Typ-Protein um vier Äquivalente reduziert, was 
auf die Entfernung des zweiten [4Fe-4S]-Cluster schließen lässt. Um diese Annahme zu bestä-
tigen, wurde die SkfB-Mutante spektroskopisch charakterisiert und auf SAM-Spaltungsaktivität 
hin untersucht. 
 
Tabelle 4.8: Messdaten der Eisenbestimmung der SkfBC380A C385A C387A-Variante.  
n (SkfBC380A C385A C387A) OD593 n (Fe3+) Verhältnis SkfBC380A C385A C387A:Fe3+ 
1.48 nmol 0.199 5.94 nmol 1 : 4.01 
2.22 nmol 0.319 9.52 nmol 1 : 4.29 
2.96 nmol 0.410 12.2 nmol 1 : 4.14 
2.96 nmol 0.429 12.8 nmol 1 : 4.33 
3.70 nmol 0.533 15.9 nmol 1 : 4.21 
 
Die Ergebnisse der spektroskopischen Charakterisierung der SkfBC380A C385A C387A-Variante sind 
in Abbildung 4.46 zusammengefasst. Das UV-Vis-Spektrum (Abbildung 4.46a) des nicht oxidier-
ten Enzyms zeigt die für [4Fe-4S]-Cluster-enthaltenen Proteine typischen Absorptionsbanden 
bei 325 nm und 410 nm. Die reduzierte Form der SkfB-Mutante besitzt keine charakteristischen 
Absorptionsbanden. Im Gegensatz dazu ist die Spezies EPR-aktiv (Abbildung 4.46b). Es sind 
die für [4Fe-4S]+-Cluster charakteristischen EPR-Signale bei g = 2.03 und g = 1.93 zu detektie-
ren. Die nicht reduzierte Form der SkfB-Variante sollte mit einem gebundenen [4Fe-4S]2+-Clu-
ster EPR inaktiv sein. Es ist trotzdem ein EPR-Signal bei g = 2.01 zu beobachten. Das deutet 
auf die Anwesenheit von [3Fe-4S]+-Clustern hin, die sich durch Degradation aus [4Fe-4S]-
Clustern bilden können (Duschene and Broderick, 2010). Um die Beschaffenheit des in 
SkfBC380A C385A C387A enthaltenen Fe/S-Clusters exakt bestimmen zu können, wurden zusätzlich 
temperaturabhängige EPR-Messungen durchgeführt (Abbildung 4.46c). Die maximale Signalin-
tensität des EPR-Signals bei g = 1.93 ist bei einer Temperatur von ungefähr 20 K zu beobach-
ten. Diese Temperatur ist für einen [4Fe-4S]-Cluster charakteristisch. Die rekonstituierte 
SkfBC380A C385A C387A-Variante bindet daher einen [4Fe-4S]-Cluster. Dass es sich dabei um den, 
vom CXXXCXXC-Motiv koordinierten Fe/S-Cluster handelt, wurde durch Bestimmung der SAM-
Spaltungsaktivität der SkfB-Mutante nachgewiesen (Abbildung 4.47). 
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Abbildung 4.46:Charakterisierung der SkfBC389A C385A C387A-Mutante mittels UV-Vis- und EPR-Spektroskopie. (A) Das 
UV-Vis-Spektrum der nicht reduzierten SkfB-Variante (blau) zeigt die für [4Fe-4S]-Cluster charakteristischen Absorp-
tionsbanden bei 325 nm und 410 nm. Die reduzierte Form (grau) zeigt keine spezifischen Absorptionsbanden. (B) 
Das EPR-Spektrum der nicht reduzierten AlbA-Variante zeigt ein geringes EPR-Signal bei g = 2.01. Im Gegensatz 
dazu verfügt die mit Natriumdithionit reduzierte AlbA-Mutante über EPR-Signale bei g = 2.03 und g = 1.92. (C) Die 
temperaturabhängigen EPR-Messungen zeigen eine maximale Signalintensität bei ungefähr 20 K. 
 
Für die SkfBC380A C385A C387A-Mutante wurden drei SAM-Spaltungsaktivitätsassays durchgeführt: 
1.) eine Kontrolle ohne SkfBC380A C385A C387A, aber mit SAM und DT (I), 2.) eine Kontrolle ohne DT, 
aber mit SAM und SkfBC380A C385A C387A (II) und 3.) einen vollständigen Assay mit SAM, DT und 
SkfBC380A C385A C387A (III). Nur im Reaktionsassay sind große Mengen an Met und 5’-dA zu detek-
tieren. Die SkfB-Variante ist weiterhin in der Lage, SAM reduktiv zu spalten. Der durch das 
CXXXCXXC-Motiv gebundene [4Fe-4S]-Cluster ist weiterhin intakt. Da die Mutante nur einen 
[4Fe-4S]-Cluster bindet, muss der zweite Fe/S-Cluster über die Cysteine Cys380 Cys385 und 
Cys387 koordiniert werden. 
 
 
Abbildung 4.47: Single-Ion-Chromatogramme (SICs) der SAM-Spaltungsaktivitätsassays mit SkfBC380A C385A C387A. 
Die grauen Chromatogramme entsprechen Standards von Met, SAM und 5’-dA. Die blauen Chromatogramme zeigen 
die HPLC-MS-Analysen der verschiedenen Assayzusammensetzungen. (I) entspricht der Kontrolle ohne SkfB-Vari-
ante mit SAM und DT, (II) entspricht der Kontrolle mit SkfB-Variante und SAM aber ohne DT und (III) entspricht dem 
Assay mit SAM, SkfB Mutante und DT. 
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Um den Einfluss des zweiten [4Fe-4S]-Clusters auf die Synthese des Thioethers in SkfA zu un-
tersuchen, wurde ein Vorläuferpeptidmodifikationsassay mit SkfBC380A C385A C387A und SerSkfA 
durchgeführt (Abbildung 4.48). Im extrahierten Ionenchromatogramm der Kontrolle ist nach Oxi-
dation, wie zu erwarten, die einfach verbrückte SerSkfA-Spezies mit einem m/z-Verhältnis von 
[M+4H]4+ = 1504.7775 und einer Retentionszeit von 12.8 min zu detektieren. Dieselbe Verbin-
dung (tR = 12.9 min) mit einem m/z-Verhältnis von [M+4H]4+ = 1504.7643 wird ebenfalls nach 
oxidativer Aufarbeitung des Reaktionsassays gefunden. Die SkfB-Mutante ist daher nicht in der 
Lage, die Thioetherbrückenbildung in SerSkfA zu katalysieren. Dies stimmt mit den in Kapitel 
4.1.14 erzielten Ergebnissen für die AlbAC408A C414A C417A-Variante überein. 
 
 
Abbildung 4.48: HPLC-HRMS-Analyse des Assays und der Kontrolle mit SerSkfA und der SkfBC380A C385A C387A-Mu-
tante. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm der Kontrolle. Die extrahierte Masse ist mit angegeben. Es wurde ein 
Peak mit einer Retentionszeit von 12.8 min identifiziert. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Reaktionsassays. 
Es wird eine Verbindung mit einer Retentionszeit von 12.9 min detektiert. (C) Massenspektrum der in der Kontrolle 
und Reaktionsassay detektierten Verbindungen. Die Spektren sind farblich den extrahierten Peaks zuzuordnen.  
 
4.2.12 Kristallisation von SkfB 
Die Struktur von SkfB sollte mittels Kristallstrukturanalyse aufgeklärt werden. Dazu mussten 
zunächst SkfB-Kristalle mit einer Auflösung von unter 3 Å gezüchtet werden. Die Arbeiten wur-
den in Zusammenarbeit mit Dr. Gunhild Layer (TU Braunschweig) durchgeführt. Radical SAM 
Enzyme sind unter aeroben Bedingungen sehr instabil. Die Kristallisation wurde daher unter 
anaeroben Bedingungen mit ebenfalls vollständig anaerob gereinigtem SkfB durchgeführt. Zur 
Bestimmung guter Kristallisationsbedingungen wurde im ersten Schritt ein Screening mit insge-
samt acht Suiten des NeXtal Kristallisationsprogramms (Qiagen) ausprobiert. SkfB kristallisierte 
dabei in drei der 768 getesteten Bedingungen. Die am besten geformten Kristalle waren in Be-
dingung 65 der JCSG Core I Suite zu finden (Abbildung 4.49a). Um die Qualität der Kristalle 
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bestimmen zu können, wurden sie teilweise am Synchroton vermessen. Bei einem Kristall konn-
te eine Auflösung von 2.8 Å festgestellt werden. Leider ist es nicht gelungen, das anomale Ei-
sensignal zu detektieren, so dass eine Strukturbestimmung nicht möglich war. Für weitere Kris-
tallisationsversuche wurde ein Feinscreening der Bedingung 65 durchgeführt. Es wurden eben-
falls Kristalle erhalten (Abbildung 4.49b). Diese haben eine Auflösung von nur 4.0 Å erreicht. 
 
 
Abbildung 4.49: Aufnahmen von SkfB Kristallen. (A) Kristalle die in Bedingung 65 der JCSG Core I Suite gezüchtet 
wurden. Sie besaßen eine Auflösung bis 2.8 Å. (B) SkfB Kristalle die im Feinscreening der Bedingung erhalten wur-
den. Ihre Auflösung betrug bis zu 4.0 Å. 
 
4.3 Genomic Minining nach putativen Sactipeptiden 
4.3.1 Paenibacillus larvae. subsp. larvae BRL-230010 
Durch eine Blast-Analyse (blastp, NCBI) mit der Aminosäuresequenz des Vorläuferpeptids des 
Sporulation Killing Factors (SkfA) wurde ein zum skf-Operon homologer Gencluster in Paeniba-
cillus larvae subsp. larvae BRL-230010 identifiziert (Abbildung 4.50a). Er setzt sich aus sieben 
Genen zusammen, dessen Genprodukte alle eine hohe Homolgie zu den in der Biosynthese 
von SKF enthaltenen Proteinen besitzen (Tabelle 4.9). Ein Alignment der Aminosäuresequenz 
des putativen Vorläuferpeptids Plarl_01010008160 und SkfA ist in Abbildung 4.50b gezeigt. 
Plarl_010100008160 ist mit einer Länge von 61 Aminosäuren um sechs Aminosäuren länger als 
SkfA. Das Alignment zeigt, dass jeweils 22 Aminosäuren in beiden Peptiden konserviert sind. 
Dazu zählen alle Cysteinreste. Interessant ist auch der Grad der Konservierung im Leaderpep-
tid. So ist in beiden Peptiden ein Glycin an Position -1, ein Lysin an Position -4 , ein Glycin an 
Postion -9, eine KP-Sequenz an den Positionen -11 und -12 und sieben weitere Aminosäuren 
enhalten. Der Abstand der konservierten Bereiche beträgt untereinander ungefähr 4 bzw. 7 
Aminosäuren. Für einige Vorläuferpeptide von ribosomalen Sekundärmetaboliten ist bekannt, 
A B
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dass ihre Leaderpeptidsequenzen eine α-Helikale Struktur ausbilden (Oman and van der Donk, 
2009). Die in SkfA und Plarl_010100008160 konservierten Aminosäuren im Bereich des Lea-
derpeptids würden auf einer Seite solch einer Helix liegen und könnten damit für die Erkennung 
des Vorläuferpeptids durch die prozessierenden Enzyme in Frage kommen. Im Corepeptid sind 
ebenfalls Aminosäuren mit einem Abstand von ungefähr 4 Positionen konserviert. 
 
 
Abbildung 4.50: Schematischer Überblick über den durch eine Blast-Analyse mit SkfA identifizierten Gencluster in 
Paenibacillus larvae subsp. larvae BRL-230010. (A) Schematische Übersicht über die identifizierten Gene. Der Gen-
cluster besitzt den gleichen Aufbau wie das skf-Operon. Der Farbcode ist Abbildung 1.9 zu entnehmen. (B) Alignment 
des putativen Vorläuferpeptids Plarl_010100008160 mit SkfA. (C) Voraussichtliche Einteilung des Vorläuferpeptids in 
Leaderpeptid (grau) und Corepeptid (schwarz). Die beiden Cysteinreste, die aller Voraussicht nach eine Disulfidbrü-
cke ausbilden, sind braun hervorgehoben. Die Aminosäuren, die den Thioether aufbauen, sind in blau und grün ge-
zeigt. (D) Voraussichtliche Struktur des neu identifizierten Sactipeptids, basierend auf dem Alignment aus (B). 
 
Durch das Alignment mit SkfA konnte eine mögliche Einteilung von Plarl_010100008160 in 
Leader- und Core Peptid durchgeführt werden (Abbildung 4.50c). Alle im Alignment beobachte-
ten Lücken liegen im Bereich des Leaderpeptids. Daher ist davon auszugehen, dass das Lea-
derpeptid bei dem Sactipeptid aus P. larvae um sechs Aminosäuren länger ist als das von SKF. 
Da damit die beiden Corepeptide über eine identische Länge verfügen und auch die Positionen 
der Cysteinreste konserviert sind, ist davon auszugehen, dass Cys1 mit Cys16 ebenfalls eine 
Disulfidbrücke ausbildet. Cys4 könnte, wie in SKF, mit der Aminosäure an Position 12 (Leu12) 
eine Thioetherbrücke ausbilden. Die Schnittstelle des Leaderpeptids wäre identisch mit der in 
SkfA, so dass nach Prozessierung des Vorläuferpeptids durch das putative Radical SAM Enzym 
Plarl_010100008165 und der putativen Protease Plarl_010100008170 das in Abbildung 4.50d 
gezeigte Sactipeptid gebildet werden könnte.  
Im Zuge dieser Arbeit wurde die DNA eines verwandten P. larvae Stammes von DSMZ erwor-
ben, da das Arbeiten mit dem oben beschriebenen Stamm auf Grund von Pathogenität gegen 
Bienen in den zur Verfügung stehenden Laboratorien nicht erlaubt war. Ziel war es, den Gen-
cluster aus P. larvae in die amy-site von B. subtilis 168 mit Hilfe des pX-Vektors zu klonieren. 
Plarl_010100008165
Plarl_010100008160 Plarl_010100008170
Plarl_010100008175
Plarl_010100008180
Plarl_010100008185
Plarl_010100008190
Paenibacillus larvae subsp. larvae BRL-230010
A
MK----RNQ--KEWESVSKKGLMKPGGTSIVKAAGCMGCWASKSIAMTRVCALPHPAMRAI SkfA
MSNHNVRNEPAPAWESSAQNNLSKPAGIPLIKSVGCAACWGAKNISLTRACLPPTPINLAL Plarl_010100008160
B
C
MSNHNVRNEPAPAWESSAQNNLSKPAGIPLIKSVGCAACWGAKNISLTRACLPPTPINLAL
INLALCAACWGA
TPPLCARTLSINK
P
D
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Der resultierende B. subtilis-Stamm wäre dann voraussichtlich in der Lage, das neuartige Sacti-
peptid durch Zugabe von Amylose zu produzieren. Leider konnte der Gencluster nicht aus der 
zur Verfügung stehenden DNA mittels PCR amplifiziert werden. 
 
Tabelle 4.9: Übersicht über die putativen Proteine des Sactipeptid-produzierenden Genclusters aus P. larvae subsp. 
larvae BRL-230010. Jedes der vorkommenden Proteine besitzt im skf-Operon ein Homolog (Spalte SKF Homolog). 
Protein Proteinfamilie und Funktion SKF Homolog 
Plarl_010100008160 Vorläuferpeptid SkfA 
Plarl_010100008165 Radical SAM Enzym 
Generierung von Thioethern 
SkfB 
Plarl_010100008170 membranständige Protease 
Abspaltung des Leaderpeptids; Zyklisie-
rung des Peptidrückgrats 
SkfC 
Plarl_010100008175 ABC-Transporter, ATP-Bindungsprotein 
Export des Sactipeptids 
SkfE 
Plarl_010100008180 ABC-Transporter, Permease 
Export des Sactipeptids 
SkfF 
Plarl_010100008185 unbekannt SkfG 
Plarl_010100008190 Thioredoxin 
Katalyse oder Verhinderung der Disulfid-
brückenbildung 
SkfH 
 
4.3.2 Dictyoglomus thermophilum H-6-12 
Durch eine Blast-Analyse (blastp, NCBI) mit der Aminosäuresequenz des in der Biosynthese 
von Subtilosin A beteiligten Radical SAM Enzyms AlbA konnten weitere Gencluster identifiziert 
werden, die voraussichtlich für die Synthese von Sactipeptiden verantwortlich sind. Einer dieser 
Gencluster wurde in Dictyoglomus thermophilum H-6-12, einem bei Temperaturen von 50 °C bis 
80 °C anaerob wachsenden Bakterium, gefunden (Abbildung 4.51a). Der Gencluster besteht 
aus zwei vorläuferpeptidcodierenden Genen (DICTH_0223, DICTH_0219). Downstream davon 
befinden sich jeweils Gene, die für AlbA homologe Radical SAM Enzyme codieren. Der Gen-
cluster verfügt darüber hinaus noch über Gene putativer ABC-Transporter, weiterer Membran-
proteine, eines weiteren Radical SAM Enzyms und eines Proteins unbekannter Funktion. Eine 
genaue Übersicht über die Genprodukte liefert Tabelle 4.10. In Abbildung 4.51b ist ein Align-
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ment des Vorläuferpeptids DICTH_0223 mit SboA gezeigt. 14 der 44 (DICTH_0223) bzw. 43 
(SboA) Aminosäuren sind konserviert. Interessant ist, dass der Abstand der konservierten Ami-
nosäuren, wie bei SkfA und Plarl_010100008160, ungefähr 4 bzw. 7 Positionen entspricht. Sie 
könnten sich daher ebenfalls auf einer Seite einer α-Helix befinden. Aus dem Alignment konnte 
ein putativer Leaderpeptidbereich, wie auch der voraussichtliche Ort der Thioetherbrücken vor-
hergesagt werden (Abbildung 4.51c).  
 
 
Abbildung 4.51: Überblick über den in Dictyoglomus thermophilum H-6-12 identifizierten Gencluster und die Se-
quenzen der putativen Vorläuferpeptide. (A) Schematischer Überblick über den durch genomisches Mining mit AlbA 
identifizierten Gencluster. Ein interessantes Feature ist, dass der Cluster über zwei Vorläuferpeptide verfügt, denen 
jeweils ein Gen für ein Radical SAM Enzym folgt. Der Farbcode der Gene ist Abbildung 1.9 zu entnehmen. (B) Alig-
nemt der beiden Sactipeptid Vorläuferpeptide SboA und DICTH_0223. Es sind insgesamt 14 Aminosäuren konser-
viert. Der Abstand der konservierten Reste beträgt zwischen 4 und 7 Aminosäuren. (C) Aus dem Alignment aus (B) 
erstellte Annotation des Vorläuferpeptids DICTH_0223. Das putative Leaderpeptid ist in grau dargestellt. Das 
Corepeptid verfügt über fünf Cysteinreste, die jeweils einen Abstand von drei Aminosäuren besitzen und in der Lage 
sein sollten, Thioetherbrücken mit den grün markierten Aminosäuren auszubilden. (D) Voraussichtliche Struktur des 
Sactipeptids aus DICTH_0223. Da keine Protease im Gencluster vorkommt wurde angenommen, dass das Radical 
SAM Enzym DICHT_0217 für die Abspaltung des Leaderpeptids verantwortlich ist. (E) Sequenz des Vorläuferpeptids 
DICTH_0219. Die Annotation basiert auf der von DICTH_0223. Das Peptid verfügt ebenfalls über fünf Cysteinreste, 
die aber im Gegensatz zu DICTH_0223 einen Abstand von jeweils vier Aminosäuren besitzen. 
 
DICTH_0223 besitzt fünf Cysteinreste mit einem Abstand von je drei Aminosäuren. Es müsste 
daher zur Bildung von fünf Thioetherbrücken kommen. Die vorhergesagten Akzeptoraminosäu-
ren besitzen alle hydrophoben Charakter. Da im Gencluster kein Proteasegen vorkommt, wurde 
angenommen, dass das putative Radical SAM Enzym DICTH_0217 für die Leaderpeptidspal-
tung verantwortlich ist (Abbildung 4.51d). Die Aminosäuresequenz des zweiten Vorläuferpeptids 
DICTH_0219 ist in Abbildung 4.51e gezeigt. Es ist mit einer Länge von 62 Aminosäuren deutlich 
länger als DICTH_0223, besitzt aber ebenfalls fünf Cysteinreste, die sich in einem Abstand von 
4 Positionen befinden. Ein Alignment, um einen Strukturvorschlag zu generieren war, nicht 
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möglich. Mögliche Akzeptoraminosäuren der Thioetherbrücke und der Bereich des Leaderpep-
tids sind in der Sequenz hervorgehoben. 
 
Tabelle 4.10: Übersicht über die putativen Proteine des in Dictyoglomus thermophilum H-6-12 identifizierten Gen-
clusters. Es ist jeweils die Länge, die Proteinfamilie und die putative Funktion jedes gefundenen Proteins aufgelistet. 
Protein Proteinfamilie Funktion Länge 
DICTH_0223 Vorläuferpeptid Sekundärmetabolit 45 aa 
DICTH_0222 Radical SAM Enzym Generierung von Thioethern 465 aa 
DICTH_0221 ABC-Transporter, 
ATP-Bindungsprotein 
Export 233 aa 
DICTH_0220 Membran Protein Immunität / Export 230 aa 
DICTH_0219 Vorläuferpeptid Sekundärmetabolit 62 aa 
DICTH_0218 Radical SAM Enzym Generierung von Thioethern 470 aa 
DICTH_0217 Radical SAM Enzym Leaderpeptidspaltung 367 aa 
DICTH_0215 ABC-Transporter, 
ATP-Bindungsprotein 
Export 309 aa 
DICTH_0214 Membranprotein Immunität / Export 250 aa 
DICTH_0213 ABC-Transporter, 
Permease 
Export 569 aa 
DICTH_0212 unbekannt unbekannt 507 aa 
 
4.3.3 Thermoanaerobacter italicus Ab9 
Ein weiterer Gencluster, der möglicherweise für die Synthese eines Sactipeptids verantwortlich 
ist, wurde in Thermoanaerobacter italicus Ab9, einem in heißen Quellen bei Temperaturen von 
45 °C bis 78 °C anaerob wachsenden Bakterium, identifiziert (Abbildung 4.52a). Der gefundene 
Gencluster ist sehr klein und besteht nur aus vier Genen. Das Gen Thit_0387 codiert ein Regu-
latorprotein. Darauf folgen die Gene des Vorläuferpeptids (Thit_0388), eines Radical SAM En-
zyms (Thit_0389) und eines Membranproteins (Thit_0390). Eine Auflistung der putativen Protei-
ne liefert Tabelle 4.11. Die Sequenz des putativen Vorläuferpeptids ist in Abbildung 4.52b ge-
zeigt. Das Peptid besitzt einen Cysteinrest, zeigt aber keine weitere Übereinstimmung mit be-
kannten Sactipepitd Vorläuferpeptiden. Daher können an dieser Stelle keine Rückschlüsse auf 
die voraussichtliche Struktur gemacht werden. 
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Abbildung 4.52: Übersicht über den in Thermoanaerobacter italicus Ab9 gefunden Gencluster. (A) Schematischer 
Aufbau des durch genomisches Mining identifizierten Gencluster. Er besteht aus nur vier Genen. Der Farbcode ist 
Abbildung 1.10 zu entnehmen. (B) Sequenz des putativen Vorläuferpeptids Thit_0388. Da das Peptid keine Überein-
stimmung mit bekannten Sactipeptid Vorläuferpeptiden besitzt, ist eine Annotation in Leader- und Corepeptid nicht 
möglich. Der Cysteinrest ist farblich hervorgehoben. 
 
Tabelle 4.11: Übersicht über die putativen Proteine des in Thermoanaerobacter italicus Ab9 identifizierten Genclus-
ter. Es ist jeweils die Länge, die Proteinfamilie und die putative Funktion jedes gefundenen Proteins aufgelistet. 
Protein Proteinfamilie Funktion Länge 
Thit_0387 LuxR-Proteinfamilie Regulator 260 aa 
Thit_0388 Vorläuferpeptid Sekundärmetabolit 67 aa 
Thit_0389 Radical SAM Enzym Generierung des Thioethers 505 aa 
Thit_0390 Membranprotein Immunität / Export 399 aa 
 
4.3.4 Ruminococcus obeum ATCC 29174 
Ein dritter Gencluster, der für die Synthese eines Sactipeptids in Frage kommt, wurde in Rumi-
nococcus obeum ATCC 29174, einem in Tierpansen anaerob wachsenden Gram-positiven Bak-
terium, identifiziert (Abbildung 4.53a). Der Gencluster besteht aus fünf Genen: ein Gen für ein 
Vorläuferpeptid (RUMOBE_02270), ein Gen für ein Radical SAM Enzym (RUMOBE_02271), ein 
Gen für eine putative Zn-Protease (RUMOBE_02272), ein Gen für einen ABC-Transporter 
(RUMOBE_02274) und ein Gen für ein unbekanntes Protein (RUMOBE_02273). Einen detail-
lierten Überblick über die Genprodukte liefert Tabelle 4.12.  
Abbildung 4.52b zeigt ein Alignment des putativen Vorläuferpeptids RUMOBE_02270 mit dem 
Subtilosin A Vorläuferpeptid SboA. Einige Aminosäuren sind konserviert. Interessant ist erneut 
der Abstand der konservierten Aminosäuren untereinander, der von 3 bis 5 Positionen variiert. 
Durch das Alignment war es möglich, das Vorläuferpeptid in Leader- und Corepeptid zu unter-
teilen (Abbbildung 4.52c). Zusätzlich war es möglich, die voraussichtlichen Donor- und Akzep-
torpositionen der Thioetherbrücken vorherzusagen. Auf Grund dieser Daten konnte die in Abbil-
dung 4.52d gezeigte Struktur erstellt werden. Da der Gencluster nur über eine Zn-abhängige 
Thit_0390Thit_0387
Thit_0388
Thit_0389
Thermoanaerobacter italicus Ab9
A
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Protease verfügt, wird davon ausgegangen, dass das Sactipeptid über kein zyklisiertes Pep-
tidrückgrat verfügt. 
 
 
Abbildung 4.53: Übersicht über den in Ruminococcus obeum ATCC 29174 identifizierten Gencluster, der aller Vo-
raussicht nach für die Synthese eines Sactipeptids verantwortlich ist. (A) Schematischer Aufbau des durch genomi-
sches Mining mit AlbA gefundenen Gencluster. Zusätzlich zu den Genen, die ein Vorläuferpeptid und ein Radical 
SAM Enzym codieren, finden sich Gene für eine Zn-abhängige Protease, ein ABC-Transporterprotein und ein Protein 
unbekannter Funktion. Der Farbcode ist Abbildung 1.9 zu entnehmen. (B) Alignment des putativen Vorläuferpeptids 
RUMOBE_02270 mit SboA. Es sind insgesamt 12 Aminosäuren konserviert. (C) Auf Grundlage des Alignments aus 
(B) annotierte Sequenz des Vorläuferpeptids RUMOBE_02270. Der voraussichtliche Leaderpeptidbereich ist grau 
gekennzeichnet. Es sind drei Cysteine vorhanden, von denen zwei in SboA konserviert sind. Diese sind in der Se-
quenz hervorgehoben (blau). Mögliche Akzeptoraminosäuren sind grün markiert. (D) Voraussichtliche Struktur des 
Sactipeptids. Da nur eine Zn-abhängige Protease im Gencluster vorhanden ist, wird davon ausgegangen, dass der 
Sekundärmetabolit über ein offenes Peptidrückgrat verfügt. 
 
Tabelle 4.12: Übersicht über die putativen Proteine des in Ruminococcus obeum ATCC 29174 identifizierten Gen-
cluster. Es ist jeweils die Länge, die Proteinfamilie und die putative Funktion jedes gefundenen Proteins aufgelistet. 
Protein Proteinfamilie Funktion Länge 
RUMOBE_02270 Vorläuferpeptid Sekundärmetabolit 46 aa 
RUMOBE_02271 Radical SAM Enzym Generierung von Thioethern 480 aa 
RUMOBE_02272 Zn-abhängige Protease Abspaltung des Leaderpep-
tids 
406 aa 
RUMOBE_02273 unbekannt unbekannt 413 aa 
RUMOBE_02274 ABC-Transporter, ATP- 
Bindungsprotein  
Export 240 aa 
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5.  Diskussion 
Radical SAM Enzyme katalysieren eine Reihe ungewöhnlicher chemischer Transformationen. 
Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse erweitern dieses Spektrum um eine ungewöhnliche 
Reaktion. Es konnte gezeigt werden, dass die Radical SAM Enzyme AlbA und SkfB für die Syn-
these der Thioetherbrücken in den Sactipeptiden Subtilosin A und SKF verantwortlich sind. Dar-
über hinaus wurde auf Grund der im Rahmen dieser Arbeit erzielten experimentellen Ergebnis-
se ein neuartiger Mechanismus ihrer Biosynthese postuliert.  
5.1 Charakterisierung der Radical SAM Enzyme AlbA und SkfB 
In den Diplomarbeiten von Michael Gattner (Gattner, 2010) und Leif Flühe (Flühe, 2010) wurden 
AlbA und SkfB bereits als Radical SAM Enzyme mit vermutlich zwei [4Fe-4S]-Clustern identifi-
ziert. Da die Experimente, die zu diesen Schlussfolgerungen geführt haben, teilweise im Laufe 
dieser Arbeit wiederholt wurden, werden deren Ergebnisse im Folgenden erneut diskutiert. 
5.1.1 Charakterisierung von AlbA und SkfB als Radical SAM Enzyme 
AlbA und SkfB wurden durch Bestimmung der SAM-Spaltungsaktivität (Abbildungen 4.4 und 
4.30) als Radical SAM Enzyme charakterisiert. Sie waren nur in der Lage, unter reduktiven Be-
dingungen die Spaltung von SAM in Met und 5’-dA zu katalysieren. Darüber hinaus läuft die 
Synthese von Met und dem 5’-dA-Radikal an einem Fe/S-Cluster ab, da nur die jeweils rekonsti-
tuierten Varianten der Enzyme in der Lage waren, hohe Mengen an Met und 5’-dA zu generie-
ren. Mit nicht rekonstituierten SkfB und AlbA, war jeweils nur der Umsatz sehr kleiner Mengen 
SAM zu beobachten, was auf eine sehr geringe Beladung mit Fe/S-Clustern durch die in E. coli 
zuständige Fe/S-Cluster-Biosynthesemaschinerie schließen lässt. Für SkfB wurde zusätzlich die 
Zeitabhängigkeit der SAM-Spaltung untersucht (Abbildung 4.31). Das Enzym generiert in den 
getesteten Bedingungen schon nach 10 min mehr als zwei Äquivalente 5’-dA. Nach ungefähr 
120 min hat die 5’-dA-Konzentration ein Plateau erreicht. Zu diesem Zeitpunkt hat das Enzym 
12 Äquivalente SAM gespalten. Die Ergebnisse unterscheiden sich teilweise drastisch von de-
nen anderer Radical SAM Enzyme. Bei der Lysin-2,3-Aminomutase und bei Viperin ist nur die 
Bildung von jeweils einem Äquivalent 5’-dA unter reduktiven Bedingungen und bei Abwesenheit 
des zweiten Substrats zu beobachten (Duschene and Broderick, 2010; Frey et al., 2008). Grün-
de für die geringe SAM-Spaltungsaktivität von Radical SAM Enzymen in Abwesenheit des zwei-
ten Substrats wurden in der Einleitung erörtert. Aussagen, wieso AlbA und SkfB ein abweichen-
des Verhalten in der SAM-Spaltungsaktivität besitzen, können nicht gemacht werden. Auf 
Grund der hohen SAM-Spaltungsaktivität war die Bestimmung der genauen Stöchiometrie wäh-
rend der möglichen Thioetherbrückenbildung unmöglich. 
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5.1.2 AlbA und SkfB enthalten jeweils zwei [4Fe-4S]-Cluster 
Im zweiten Schritt der Charakterisierung von AlbA und SkfB wurden die in den Enzymen vor-
kommenden Fe/S-Cluster genauer untersucht. Dafür wurde zunächst eine Eisen- und Schwe-
felbestimmung mit beiden rekonstituierten Enzymen durchgeführt. Der Eisen- und Sulfidgehalt 
lag bei beiden Proteinen mit 7.2 ± 0.3 (AlbA) bzw. 8.19 ± 0.07 (SkfB) Äquivalenten Eisen und 
7.7 ± 0.4 (AlbA) bzw. 8.36 ± 0.14 (SkfB) Äquivalenten Sulfid deutlich höher als er für ein norma-
les Radical SAM Enzym mit einem [4Fe-4S]-Cluster zu erwarten wäre (Abbildung 5.1).  
 
 
Abbildung 5.1: Balkendiagramme zur Übersicht über den zu erwartenden Eisen- und Sulfidgehalt in Enzymen, die 
ein oder zwei [4Fe-4S]-Cluster koordinieren. Der in AlbA und SkfB bestimmte Eisen- und Sulfidgehalt ist zum Ver-
gleich mit gezeigt. Die Daten legen nahe, dass AlbA und SkfB zwei [4Fe-4S]-Cluster binden. 
 
Bei den gemessenen Werten ist davon auszugehen, dass die beiden Enzyme einen weiteren 
Fe/S-Cluster binden. Um die Natur des zweiten in AlbA und SkfB gebundenen Fe/S-Cluster zu 
bestimmen wurden zunächst UV-Vis- und EPR-Spektren von reduzierten und nicht reduzierten 
AlbA bzw. SkfB aufgenommen (Abbildungen 4.7 und 4.33). In den UV-Vis-Spektren der jeweili-
gen nicht reduzierten Spezies sind Absorptionsbanden bei 325 nm und 410 nm zu beobachten 
die charakteristisch für [4Fe-4S]-Cluster enthaltende Proteine sind. In den EPR-Spektren von 
reduziertem AlbA bzw. SkfB sind die für [4Fe-4S]-Cluster typischen Signale bei g = 1.92 und 
g = 2.03 bzw. g = 1.93 und g = 2.04 zu erkennen. Die Ergebnisse legen nahe, dass AlbA und 
SkfB einen zweiten [4Fe-4S]-Cluster koordinieren. Um diese Vermutung zu bestätigen, wurden 
AlbA und SkfB-Mutanten generiert, in denen die Cysteine des CXXXCXXC-Motivs gegen Ala-
ningruppen ausgetauscht wurden. Die Entfernung des ersten [4Fe-4S]-Clusters wurde durch 
Bestimmung der SAM-Spaltungsaktivität der rekonstituierten Mutanten bestätigt (Abbildungen 
4.6 und 4.32). Anschließend wurden jeweils der Eisengehalt und die UV-Vis-, EPR- und tempe-
raturabhängigen EPR-Spektren bestimmt. Der Eisengehalt reduzierte sich durch Deletion des 
ersten [4Fe-4S]-Clusters in AlbA auf 5.17 ± 0.15 Äquivalente und in SkfB auf 4.51 ± 0.16 Äqui-
valente Eisen, was jeweils auf einen zweiten [4Fe-4S]-Cluster schließen lässt. Die aufgenom-
menen UV-Vis- und EPR-Spektren (Abbildungen 4.8 und 4.34) schließen die Präsenz eines von 
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einem [4Fe-4S]- bzw. [2Fe-2S]-Cluster abweichenden Fe/S-Clusters aus. Durch die tempera-
turabhängigen EPR-Spektren konnte die Konstitution des jeweils zweiten gebundenen Fe/S-
Clusters exakt bestimmt werden. Da in der AlbAC129A C133A C136A- und in der SkfBC117A C121A C124A-
Mutante die maximale Signalintensität des EPR-Signals bei 30 K bzw. 20 K erreicht wird (Abbil-
dungen 4.9 und 4.35), ist das Vorhandensein eines [2Fe-2S]-Clusters auszuschließen. Diese 
Fe/S-Cluster besitzten ihre maximale Signalintensität bei 60 K bis 70 K (Ugulava et al., 2001a). 
Andere Fe/S-Cluster als ein [4Fe-4S]-Cluster konnten durch die vorangegangenen Experimente 
ausgeschlossen werden. AlbA und SkfB binden daher jeweils zwei [4Fe-4S]-Cluster. 
5.1.3 Bindungsmotiv der zweiten in AlbA und SkfB gebundenen [4Fe-4S]-Cluster 
Zur Bestimmung des Bindungsmotivs der zweiten in AlbA und SkfB gebundenen [4Fe-4S]-
Cluster wurde ein Alignment mit fünf an der Biosynthese von Sactipeptiden beteiligten Radical 
SAM Enzymen angefertigt (Abbildungen 4.21 und A.11). Es konnten drei konservierte, in der C-
termi-nalen Region befindliche Cysteine bestimmt werden. Die AlbA- bzw. SkfB-Mutanten, in 
denen diese Cysteine gegen Alaningruppen ausgetauscht sind, besaßen einen deutlich gerin-
geren Eisengehalt von 5.24 ± 0.25 bzw. 4.20 ± 0.11 Äquivalenten im Vergleich zu den Wild-Typ-
Proteinen.  
 
 
Abbildung 5.2: Überblick über die beiden in AlbA und SkfB gebundenen [4Fe-4S]-Cluster. Die erste Zahl bezieht 
sich auf den Aminosäurerest in AlbA, die zweite jeweils auf den Aminosäurerest in SkfB. 
 
Der Eisengehalt in den Mutanten nahm im Vergleich zum Wild-Typ um das gleiche Maß ab wie 
der Eisengehalt in der AlbA- bzw. SkfB-Mutante des CXXXCXXC-Motivs im Vergleich zum Wild-
typ. UV-Vis- und EPR-spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass AlbAC408A C414A C417A und 
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SkfBC380A C385A C387A jeweils einen [4Fe-4S]-Cluster gebunden haben (Abbildungen 4.22 und 
4.46). Die-SAM-Spaltungsaktivität blieb in den beiden Mutanten erhalten. In der AlbA-Mutante 
war die SAM-Spaltungsaktivität im Vergleich zum Wild-Typ-Protein stark verringert. Da beide 
Mutanten in der Lage sind, SAM reduktiv in Met und 5’-dA zu spalten, ist der durch das 
CXXXCXXC-Motiv gebundene [4Fe-4S]-Cluster intakt. Der zweite in AlbA und SkfB gebundene 
[4Fe-4S]-Cluster muss demnach über die Cysteine Cys408, Cys414 und Cys417 in AlbA und 
Cys480, Cys485 und Cys487 in SkfB koordiniert werden (Abbildung 5.2). 
5.2 Studien zur Biosynthese von Subtilosin A 
Im Folgenenden werden die Ergebnisse, die in den Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit dem 
Subtilosin A Vorläuferpeptid SboA und den SboA-Mutanten erzielt wurden, diskutiert. 
Das Subtilosin A Vorläuferpeptid besitzt in Wasser nur eine sehr geringe, für Assays nicht aus-
reichende, Löslichkeit. Durch Zugabe von DMSO konnte seine Löslichkeit stark erhöht werden. 
Dadurch kommt es aber auch wegen der oxidativen Wirkung von DMSO zur Ausbildung einer 
Disulfibrücke, wie in ersten massenspektrometrischen Untersuchungen von SboA gezeigt wur-
de (Abbildung 4.10). Deshalb wurden die Assays und Kontrollen nach der Reaktion teilweise mit 
Iodacetamid versetzt, um freie Cysteine zu modifizieren. So konnte zwischen der Bildung eines 
Thioethers und einer Disulfidbrücke unterschieden werden (Abbildung 4.11). Zusätzlich zur teil-
weisen Iodacetamidzugabe wurde ein Extraktionsverfahren für die HPLC-HRMS-Proben-
vorbereitung entwickelt. Alle Assays und Kontrollen wurden mit Methanol extrahiert, lyophilisiert 
und anschließend in Methanol, das 1 mM TCEP enthielt, gelöst, um die Disulfidbrückenbildung 
zu verhindern. Gleichzeitig wurde AlbA abgetrennt, um die Massenanalytik nicht zu behindern.  
Vor Durchführung der Vorläuferpeptidmodifikationsassays wurde die SAM-Spaltungsaktivität 
von AlbA in Anwesenheit von DMSO überprüft. Es zeigte sich, dass AlbA bis zu einer Konzent-
ration von ca. 22% DMSO aktiv ist. Weil SboA jedoch in 16% DMSO schon eine ausreichende 
Löslichkeit besitzt, wurde diese DMSO-Konzentration in den Assays verwendet. 
5.2.1 Modifikationsassays mit SboA 
Es wurden fünf verschiedene Modifikationsassays mit dem Subtilosin A Vorläuferpeptid SboA 
durchgeführt. Die Ergebnisse sind schematisch in Abbildung 5.3 zusammengefasst. Wie zu 
erwarten, wurden nach fünfstündiger Inkubation in der Kontrolle alle drei Cysteine durch Iodace-
tamidzugabe carbamidomethyliert. Nach Inkubation des Vorläuferpeptids mit AlbA ist diese Mo-
difizierung nicht möglich. Die Cysteingruppen des Vorläuferpeptids haben demnach im Assay 
reagiert. Zusätzlich ist das im Assay erzeugte SboA-Derivat 6.062 Da leichter als das Aus-
gangsprodukt in der nicht mit Iodacetamid versetzten Kontrollreaktion. Da die Modifikation an 
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den Schwefelatomen der drei Cysteingruppen stattgefunden hat, ist bewiesen, dass AlbA die 
Thioetherbrücken in das SboA einführt. Die Erzeugung einer Thioetherbrücke vermindert die 
molekulare Masse des Peptids um durchschnittlich 2.021 Da, was in Übereinstimmung mit dem 
theoretisch zu erwarteten Massenshift von 2.016 Da ist. Der Assay ohne SAM bestätigt, dass 
die AlbA-katalysierte Reaktion SAM-abhängig ist und daher über einen radikalischen Mecha-
nismus abläuft. 
 
Abbildung 5.3: Schematische Übersicht über die Ergebnisse der Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SboA und 
AlbA. Im Reaktionsassay wird das dreifach thioetherverbrückte Subtilosin A Vorläuferpeptid gebildet, wohin gegen 
nach der Kontrolle alle drei Cysteingruppen mit Iodacetamid modifiziert werden. 
 
Um zu überprüfen, ob die Thioetherbrücken regiospezifisch generiert wurden, wurde zunächst 
ein Thermolysinverdau mit dem durch AlbA modifizierten SboA durchgeführt. Es konnte ein 
Peptidfragment identifiziert werden, das auch im Thermolysinverdau von Subtilosin A gefunden 
wurde und die Thioetherbrücke von Cys13 zu Phe22 enthält. Durch Vergleich der MS-MS-
Spektren der beiden Fragmente konnte die regiospezifische Bildung der Thioetherbindung zwi-
schen den beiden Aminosäuren bewiesen werden. In einem zweiten Verfahren wurde 3b-SboA 
mit Hilfe der Carboxypeptidasen A und B verdaut. Als Hauptprodukt des Verdaus wurde drei-
fach verkürztes 3b-SboA identifiziert. Als Nebenprodukt wurde zweifach verkürztes 3b-SboA 
gefunden. Dieses Ergebnis deutet auf eine korrekt synthetisierte Thioetherbrücke zwischen 
Cys4 und Phe31 hin, da 3b-SboA um maximal drei C-terminale Aminosäuren verkürzt werden 
konnte. Die noch an der C-terminalen Seite an den Phenylalaninakzeptor gebundene Glycin-
gruppe konnte von den Carboxypeptidasen nicht entfernt werden, weil die Aktivität der Pep-
tidasen durch die Thioetherbrücke für diese Position drastisch reduziert wurde. Bei zweifach 
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verkürztem 3b-SboA handelt es sich um noch nicht vollständig reagiertes Edukt. Ähnliche Er-
gebnisse wurden in den Carboxypeptidaseverdauen von entfädelten Lassopeptiden erzielt. Hier 
war es den eingesetzten Carboxypeptidasen auch nicht möglich, die letzte Aminosäure vor dem 
Macrolactamring zu entfernen (Knappe et al., 2009). In einem dritten Verfahren sollte die Regi-
ospezifität durch in vivo-Studien zur Biosynthese von Subtilosin A untersucht werden. Die Dis-
kussion dieser Ergebnisse findet sich in Kapitel 5.2.4. 
5.2.2 Zeitabhängigkeit der Thioetherbrückenbildung 
Die Zeitabhängigkeit der Thioetherbrückenbildung ist in Abbildung 4.20 gezeigt. Die Biosynthe-
se von 3b-SboA verläuft über die Zwischenstufen 2b-SboA und 1b-SboA. Die Konzentration von 
3b-SboA im Assay nimmt mit der Zeit stetig zu, wohin gegen die Konzentrationen von 2b-SboA 
und 1b-SboA durch ein Maximum laufen. Das Maximum der 1b-SboA-Konzentration liegt aller 
Voraussicht nach vor dem ersten Messpunkt bei 30 min. Weil nach 30 min Reaktionszeit 20% 
des Vorläuferpeptids als zweifach bzw. einfach verbrücktes SboA Derivat vorliegen, kann von 
einer konsekutiven Synthese der Thioetherbrücken durch AlbA ausgegangen werden. Als ge-
schwindigkeitsbestimmender Schritt kommt die Biosynthese des 1b-SboA-Derivats in Frage, da 
diese erste Zwischenstufe besonders schnell in 2b-SboA und anschließend in 3b-SboA umge-
setzt wird. 
5.2.3 Modifikationsassays mit SboA-Varianten 
Es wurden verschiedene SboA-Varianten in den Vorläuferpeptidmodifikationsassays untersucht 
um Rückschlüsse auf die Substraterkennung durch AlbA und die Reihenfolge der Thioetherbrü-
ckenbildung zu ziehen. Zur Bestimmung der Reihenfolge der Thioetherbildung wurden die 
SboA-Varianten SboAC4A, SboAC7A und SboAC13A (Abbildung 5.4) hergestellt. 
 
 
Abbildung 5.4: Übersicht über die in den Assays verwendeten SboA-Varianten. Mögliche Reaktionen sind nach den 
Thesen von Leif Flühe und Michael Gattner angegeben. Sie entpuppten sich aber als falsch. 
 
S
S
S
A
B
AlbA
AlbA
C
AlbA keine
Modifikation
SboAC4A
SboAC7A
SboAC13A : Alanin
DISKUSSION 
 158 
In den Diplomarbeiten von Michael Gattner (Gattner, 2010) und Leif Flühe (Flühe, 2010) wurde 
die These formuliert, dass die Bildung der Thioetherbrücken nach einem Reißverschlussme-
chanismus abläuft. Demnach sollte der Thioether zwischen Cys13 und Phe22 als erste Bindung 
durch AlbA etabliert werden. Danach wäre es möglich, dass sich die Thioetherbrücke zwischen 
Cys7 und Thr28 und abschließend der Thioether zwischen Cys4 und Phe31 bildet. Mit Hilfe der 
bestellten SboA-Varianten sollte dieser Mechanismus bewiesen werden. In der SboAC4A-
Variante sollte daher die Bildung von zwei Thioetherbindungen beobachtet werden. In den 
SboAC7A- und SboAC13A-Varianten sollten hingegen nur die Bildung jeweils einer bzw. keiner 
Thioetherbrücke zu beobachten sein (Abbildung 5.4). Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse 
können den postulierten Mechanismus nicht bestätigen. In den beiden SboA-Varianten SboAC4A 
und SboAC13A ist die Bildung von zwei Thioetherbrücken zu beobachten, wohingegen in der 
SboAC7A-Variante die Erzeugung eines Gemisches aus einfach und zweifach verbrücktem 
SboA-Derivat zu detektieren ist. Es scheint der Fall zu sein, dass AlbA zwei benachbarte Cys-
teinreste mit ähnlicher Effizienz mit den jeweiligen Akzeptoraminosäuren verknüpft, wie im Will-
Typ-SboA. Fehlt jedoch die mittlere Cysteingruppe, ist die Bildung der zweiten Thioetherbrücke 
stark verlangsamt. Aus den erzielten Ergebnissen kann der vorgeschlagene Mechanismus we-
der widerlegt noch bestätigt werden. Auch können keine Aussagen zur Reihenfolge der Thioet-
hergenerierung getroffen werden. Die nur teilweise Modifizierung der SboAC7A-Variante legt na-
he, dass eine gewisse Vorfaltung, die durch Bildung der Thioetherbrücken erzeugt wird, die 
Reaktion beschleunigt und die Effizienz des Enzyms erhöht. 
Um Rückschlüsse auf die Substraterkennung durch AlbA, den Einfluss des Leaderpeptids auf 
die Thioetherbildung und die Biosynthese von Subtilosin A zu ziehen, wurden Vorläuferpep-
tidmodifikationsassays mit der leaderpeptidlosen SboA-Variante llSboA durchgeführt. Da im 
Assay nach Iodacetamidzugabe ausschließlich dreifach carbamidomethyliertes llSboA identifi-
ziert werden konnte, ist bewiesen, dass AlbA nicht in der Lage ist, die Bildung der Thioetherbrü-
cken an einem leaderpeptidlosen SboA-Derivat durchzuführen. Die Reaktion ist daher, wie viele 
andere postranslationale Modifizierungen von ribosomalen Peptiden, leaderpeptidabhängig (Ar-
nison et al., 2012). Da vermutet wird, dass im zweiten Reaktionsschritt der Biosynthese von 
Subtilosin A das Leaderpeptid von einer der beiden putativen Proteasen AlbE und AlbF abge-
spalten wird, kann die leaderpeptidabhängige Thioetherbrückenbildung als erste Modifizierungs-
reaktion von SboA etabliert werden. Die daraus abgeleitete Biosynthese von Subtilosin A ist in 
Abbildung 5.5 gezeigt. Zunächst wird das Subtilosin A Vorläuferpeptid SboA durch die riboso-
male Maschinerie assembliert. Im zweiten Schritt der Biosynthese erkennt AlbA das Peptid an 
Hand seiner Leadersequenz und katalysiert die Bildung der drei Thioetherbrücken. Anschlie-
ßend ist entweder die putative Protease AlbE oder AlbF für die Abspaltung des Leaderpeptids 
verantwortlich. Im letzten Schritt der Biosynthese kommt es zur Ausbildung des zyklisierten 
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Peptidrückgrats, die ebenfalls durch einen der beiden putativen Proteasen durchgeführt wird. 
Nach erfolgreicher Synthese von Subtilosin A wird es durch den putativen ABC-Transporter 
AlbC aus der Zelle exportiert. Es ist ebenfalls möglich, dass AlbE und AlbF in einem Komplex 
arbeiten und gemeinsam die Abspaltung des Leaderpeptids und die Synthese des Makrozyklus 
katalysieren, ähnlich wie es für die Biosynthese von Lassopeptiden gezeigt wurde (Yan et al., 
2012). 
 
 
Abbildung 5.5: Postulierte Biosynthese von Subtilosin A. Erläuterungen befinden sich im Text. 
S
S
SO
HN
Transkription
Translation
3b-SboA
3b-ll-SboA
Subtilosin A
SboA
sbo/alb-operon
AlbA
Bildung der Thioetherbrücken
S
S
S
AlbE/AlbF
Abspaltung des Leaderpeptids
S
S
S
AlbE/AlbF
Makrozyklisierung
S
S
SO
HN
AlbC
Export
Subtilosin A
N K G C A
T C S I G
A A
C
L V D
G
P
IPDFEIAGATGLFGLW
G
4
7
13
22
2831
H
N
S
N
H
O
O OH
DISKUSSION 
 160 
5.2.4 Ergebnisse des in vivo-System 
Mit Hilfe des in vivo-Systems, dass zur Produktion von Subtilosin A-Varianten diente, sollte die 
Regio- und Substratspezifität der AlbA-katalysierten Thioetherbrückenbildung untersucht wer-
den. Es wurde von Michael Gattner im Laufe seiner Diplomarbeit entwickelt (Gattner, 2010). 
Zunächst sollte die Zuverlässigkeit des Systems überprüft werden. Dafür wurde das Gen der 
Subtilosin AT6I-Variante, die bereits in der Literatur beschrieben ist und über eine hämolytische 
Aktivität verfügt, in den pDG-148-Vektor kloniert und in B. subtilis 168 unter Subtilosin A-
produzierenden Bedingungen exprimiert. Die Bildung von Subtilosin AT6I wurde im Zellpellet nur 
nach Induktion durch IPTG-Zugabe nachgewiesen, was die Zuverlässigkeit des in vivo-Systems 
bestätigt. Im zweiten Schritt zur Etablierung des in vivo-Systems wurden die folgenden sboA-
Varianten durch IPTG-Zugabe exprimiert: sboAC4A, sboAC7A und sboAC13A. Durch die in vitro-
Assays mit den jeweiligen SboA-Varianten wurde gezeigt, dass AlbA in der Lage ist, in jedes 
der getesteten Genprodukte zwei Thioetherbrücken einzufügen. Mit Hilfe des in vivo-Systems 
sollte untersucht werden, ob die weitere Biosynthesemaschinerie diese zweifach verbrückten 
SboA-Varianten in die korrespondierende zweifach verbrückte Subtilosin A-Variante assemblie-
ren kann. Es wurde in keinem Extrakt eine zweifach verbrückte Subtilosin A-Variante gefunden. 
Das bedeutet, dass die beiden putativen Proteasen AlbE und AlbF nicht in der Lage sind, zwei-
fach verbrückte SboA-Varianten zu erkennen und weiter in das Endprodukt zu prozessieren. 
Um die Regiospezifität der AlbA-katalysierten Reaktion zu bestimmen, wurden die sboA-
Varianten sboAF22A, sboAT28A, sboAF31A und sboAF31Y exprimiert. Es konnte nur die Produktion 
von Subtilosin AF31Y festgestellt werden. Das Ergebnis deutet darauf hin, dass es in den Alanin-
varianten zur Ausbildung von zwei Thioetherbrücken durch AlbA kommt. Die dabei gebildeten 
2b-SboA-Varianten können von der Biosynthesemaschinerie nicht weiter umgesetzt werden und 
resultieren folglich nicht in der Bildung der korrespondierenden Subtilosin A-Variante. Die durch 
AlbA erzeugten Thioetherbrücken werden daher regiospezifisch gebildet. Durch die Detektion 
der Subtilosin AF31Y-Variante können erste Aussagen zur Substratspezfität von AlbA getroffen 
werden. Das Enzym scheint auf der Akzeptorseite strukturell verwandte Aminosäuren zu akzep-
tieren, weil Tyrosin im Vergleich zu Phenylalanin nur um eine zusätzliche Hydroxylfunktion ver-
fügt. 
Durch das in vivo-System sollte darüber hinaus noch die Fähigkeit von AlbA untersucht werden, 
die Bildung eines Ethers zu katalysieren. Dafür wurden die folgenden sboA-Varianten expri-
miert: sboC4S, sboAC7S und sboAC13S. Nach erfolgreicher Induktion mit IPTG konnte keine der 
korrespondierenden Subtilosin A-Varianten in Zellpellet oder Überstand gefunden werden. Auf 
Grund dieser Tatsache ist davon auszugehen, dass AlbA nicht in der Lage war, die jeweils kor-
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respondierende dreifach verbrückte SboA-Variante zu synthetisieren. AlbA ist daher nicht in der 
Lage, die Bildung eines Ethers zu katalysieren. 
5.3 Studien zur Biosynthese des Sporulation Killing Factors 
Im Folgenden werden die Ergebnisse, die in den Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SkfB 
und dem Vorläuferpeptid und den Vorläuferpeptidvarianten des Sporulation Killing Factors er-
zielt wurden, diskutiert.  
Im Gegensatz zum Subtilosin A Vorläuferpeptid SboA wurde das SKF Vorläuferpeptid SkfA 
nicht per Auftragssynthese erhalten, sondern über heterologe Expression in E. coli als Trx-SkfA-
Fusion hergestellt. Die anschließende proteolytische Spaltung mit Hilfe der TEV-Protease liefer-
te nach abschließender Reinigung per analytischer HPLC das reine SkfA-Derivat SerSkfA, was 
in anschließenden Vorläuferpeptidmodifikationsassays als Substrat eingesetzt wurde. Durch 
Herstellung des Vorläuferpeptids mittels heterologer Expression in E.coli konnten durch gezielte 
Mutation des trx-skfA Genes eine Vielzahl SerSkfA-Varianten erzeugt werden. Dadurch war es 
möglich, die Substratspezifität von SkfB hinsichtlich der Donor- und Akzeptoraminosäure zu 
untersuchen. 
Das HPLC-HRMS-Programm zur Analytik der Vorläuferpeptidmodifikationsassays wurde mit 
einer in-source-Fragmentierung von 30 V erweitert, da in ersten massenanalytischen Untersu-
chungen von SerSkfA gezeigt wurde, dass es während des Ionisationsprozesses TFA-Addukte 
ausbildet. Diese TFA-Addukte konnten durch die in-source-Fragmentierung auf ein Minimum 
reduziert werden. 
5.3.1 Vorläuferpeptidmodifikationsassays mit SerSkfA 
Das SKF Vorläuferpeptid SerSkfA verfügt über drei Cysteingruppen. Während der oxidativen 
Probenvorbereitung für die HPLC-HRMS-Analyse kann es daher zur Ausbildung einer Disulfid-
brücke kommen. In der SkfB-katalysierten Reaktion wird voraussichtlich eine Thioetherbrücke 
gebildet, die durch massenspektrometrische Analytik nicht von einer Disulfidbrücke, die sich 
ebenfalls unter den experimentellen Bedingungen formieren kann, unterschieden werden kann. 
Daher wurden je ein Reaktionsassay und eine Kontrolle nach vierstündiger Inkubation mit Io-
dacetamid versetzt, um zwischen Disulfidbrückenbildung und Thioetherformierung zu unter-
scheiden (siehe Kapitel 5.2). Der Assay und die Kontrolle, die nicht mit Iodacetamid versetzt 
wurden, wurden nach vierstündiger Inkubation mit Luft durchflutet, um nicht modifizierte Cys-
teingruppen zu verbrücken. Deshalb sollte in der Kontrollreaktion ausschließlich einfach ver-
brücktes SerSkfA zu finden sein. Im Assay hingegen sollte zusätzlich zweifach verbrücktes 
SerSkfA zu detektieren sein, falls SkfB die Thioetherbrückenbildung katalysiert, da die zwei ver-
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bliebenen Cysteinreste weiterhin eine Disulfidbrücke, wie in SKF, ausbilden können. Durch das 
Verhältnis der Flächen unter den extrahierten Ionenchromatogrammen von 1b-SerSkfA und 2b-
SerSkfA kann auf den Umsatz geschlossen werden. 
Die extrahierten Ionenchromatogramme und Massenspektren der HPLC-HRMS-Analysen der 
Assays und Kontrollen mit SerSkfA sind in den Abbildungen 4.39 und A.19 gezeigt. In der Kon-
trolle ist nach Luftzugabe ausschließlich einfach verbrücktes SerSkfA zu identifizieren. Es kam 
demnach zur Ausbildung einer Disulfidbrücke, da in der Kontrolle mit Iodacetamidzugabe alle 
drei Cysteingruppen modifiziert werden konnten. Im Assay ist zusätzlich 2b-SerSkfA zu be-
obachten. Es macht 56% der Gesamtmenge an detektierten SerSkfA-Derivaten aus. Durch die 
Zugabe von Iodacetamid lassen sich nur zwei Cysteinreste modifizieren, was beweist, dass 
SkfB die Synthese der Thioetherbrücke im Sporulation Killing Factor katalysiert. Eine Übersicht 
über die beobachteten Reaktionen gibt Abbildung 5.6. Durch die Ergebnisse ist ebenfalls be-
wiesen, dass das 2b-SerSkfA-Reaktionsprodukt über eine Disulfidbrücke und einen Thioether 
verfügt. In nachfolgenden Assays kann demnach die Generierung eines Thioethers durch die 
Identifizierung des korrespondierenden 2b-SerSkfA-Reaktionsproduktes erfolgen. 
 
 
Abbildung 5.6: Schematische Übersicht über die SerSkfA-Derivate, die in den verschiedenen Vorläuferpeptidmodifi-
kationsassays gebildet werden. SkfB katalysiert die Synthese eines Thioethers. 
5.3.2 Modifikationsassays mit SerSkfA-Varianten der Akzeptorposition 
Um die Substratspezifität von SkfB hinsichtlich der Akzeptorposition (Met12) der Thioetherbin-
dung zu untersuchen, wurden zehn SerSkfA-Varianten generiert, die eine Variation in der Ami-
nosäure Met12 besaßen. Als Austauschpartner wurden die Aminosäuren Ala, Leu, Tyr, Ser, 
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Glu, Lys, Gln, Thr, Phe und Asn gewählt, weil sie entweder eine ähnliche räumliche Struktur wie 
Met aufweisen (Glu, Gln, Leu, Asn) oder als Akzeptor in anderen Sactipeptiden vorkommen 
(Phe, Thr, Ala, Ser, Lys, Tyr). Die Ergebnisse der Assays und Kontrollen sind in den Tabellen 
4.6 und 4.7 zusammengefasst. Es wurde auf die Zugabe von Iodacetamid verzichtet, weil durch 
Detektion einer zweifach verbrückten SerSkfA-Variante die Erzeugung eines Thioethers durch 
SkfB bewiesen ist (siehe Kapitel 5.3.1). Der Anteil an umgesetztem Edukt variiert bei den ver-
schiedenen SerSkfA-Spezies zwischen 0% und 63% (Abbildung 5.7). Die Akzeptoramiosäuren 
können in drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden: 1.) große hydrophile AS, wie Glu, Lys 
und Gln, 2.) eher kleinere hydrophile AS wie Thr, Asn und Ser und 3.) hydrophobe und aromati-
sche AS wie Ala, Phe, Tyr und Leu. Die SerSkfA-Varianten, in denen Met12 gegen eine hydro-
phobe oder aromatische Aminosäure ausgetauscht wurde, wurden durch SkfB in ähnlichen 
Mengen wie der Wild-Typ-SerSkfA umgesetzt. Beim Austausch des Akzeptors zu Tyrosin wurde 
sogar eine größere Verknüpfungsaktivität festgestellt. SerSkfA-Substrate mit kleinen hydrophi-
len Aminosäuren an der Akzeptorposition wurden in einem geringeren Ausmaß in die thioether-
verbrückte Form überführt. Der Umsatz nach vierstündiger Inkubation lag nur bei 19% bis 26%. 
SerSkfA-Varianten mit großen hydrophilen Akzeptoraminosäuren wurden von SkfB nicht mehr 
als Substrat erkannt. Es wurden jeweils nur die einfach verbrückten SerSkfA-Varianten in den 
zugehörigen Assays detektiert. Daher ist bewiesen, dass die Vorläuferpeptide vom Enzym nicht 
modifiziert wurden. 
 
 
Abbildung 5.7: Übersicht über die umgesetze Menge an jeweiliger SerSkfA-Variante in den Vorläuferpeptidmodifika-
tionsassays in das korrespondierende thioetherverbrückte Produkt. 
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se Position im aktiven Zentrum über eine große hydrophobe Tasche zu verfügen, in der auch 
kleinere hydrophile Aminosäuren - wie z. B. Serin - Platz finden und daher modifiziert werden, 
wenn auch mit geringerem Umsatz. Daraus ist ebenfalls abzuleiten, dass der an der Seitenkette 
gebundene Aminosäurerest keine Rolle während der Bildung des kohlenstoffzentrierten Radi-
kals am α-Kohlenstoffatom spielt. 
5.3.3 Modifikationsassays mit SerSkfA-Varianten der Donorposition 
Mit Hilfe des Austausches der Donoraminosäure Cys4 gegen Alanin und Serin sollte unter an-
derem die Regiospezifität der Thioetherbrückenbildung gegenüber dem Donor Cys4 bestimmt 
werden. Darüber hinaus sollte durch den Austausch des Cysteins gegen Serin überprüft wer-
den, ob SkfB in der Lage ist, die Synthese eines Ethers zu katalysieren. Erste in vivo-Ergeb-
nisse von AlbA legen nahe, dass die Enzymklasse dazu nicht in der Lage ist. 
Die SerSkfAC4A-Variante wurde nicht von SkfB modifiziert. Nach vierstündiger Inkubation ließen 
sich beide freien Cysteine durch Iodacetamid carbamidomethylieren. Dadurch wurde bewiesen, 
dass die Thioetherbrücke spezifisch vom Cysteinrest Cys4 ausgeht. Die beiden anderen Cys-
teine (Cys1 und Cys16) werden durch SkfB nicht modifiziert und bilden demnach die Disulfid-
brücke im fertig assemblierten Produkt aus. 
Die SerSkfAC4S-Variante wurde ebenfalls nicht von SkfB als Substrat akzeptiert. Dieses Ergeb-
nis bestätigt die Vermutung, dass die hier untersuchte Klasse von Radical SAM Enzymen nicht 
in der Lage ist, die Synthese eines Ethers zu katalysieren. Auf die mechanistischen Auswirkun-
gen dieser Entdeckung wird in Kapitel 5.4 detailliert eingegangen. 
Neben den beiden SerSkfA-Donorvarianten wurde auch die SerSkfAC4M M12C-Mutante, in der die 
Position der Donor- und Akzeptoraminosäure ausgetauscht sind, durch heterologe Expression 
in E. coli hergestellt. Ziel des Assays mit dieser SerSkfA-Variante war es, herauszufinden, ob 
SkfB in der Lage ist, die Synthese eines invertierten Thioethers zu generieren. Da im Assay nur 
einfach verbrücktes SerSkfAC4M M12C gefunden werden konnte, ist SkfB dazu nicht in der Lage. 
Die richtigen Positionen der Donor- und Akzeptoraminosäure sind für die Erkennung des Sub-
strats unerlässlich. Die Tatsache, dass SkfB diese Art der Thioetherbrückenbindung nicht kata-
lysieren kann, wird in Kapitel 5.4 auf Grundlage des postulierten Mechanismus diskutiert. 
5.3.4 Modifikationsassays mit der leaderpeptidlosen SkfA-Variante llSkfA 
Die Assays mit der leaderpeptidlosen SkfA-Variante llSkfA wurden durchgeführt, um zu überprü-
fen, ob die SkfB-katalysierte Thioetherbrückenbildung Leaderpeptid-abhängig ist und daher den 
ersten Schritt in der Biosynthese des Sporulation Killing Factor bildet. Die Vermutung, dass die 
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Reaktion Leaderpeptid-abhängig ist, liegt nahe, da dies für die AlbA katalysierte Generierung 
der Thioetherbindungen zutrifft. 
Wie erwartet, wurde die leaderpeptidlose SkfA-Variante von SkfB nicht modifiziert, da die drei in 
llSkfA vorkommenden Cysteingruppen nach vierstündiger Inkubation durch Iodacetamid modifi-
ziert werden konnten. Die SkfB-katalysierte Reaktion ist wie die AlbA-katalysierte Thioetherbrü-
ckenbildung abhängig vom Leaderpeptid und bildet demnach den ersten Schritt in der Biosyn-
these von SKF (Abbildung 5.8). Danach wird 1b-SkfA zu einem Komplex transportiert, der aus 
der Membran-stämmigen putativen Protease SkfC und dem Transmembranexporter SkfE be-
steht. Dieser Komplex katalysiert die proteolytische Abspaltung des Leaderpeptids von 1b-SkfA, 
die Zyklisierung des Peptidrückgrats und den anschließenden Export aus der Zelle. Durch die 
oxidativen Bedingungen, die außerhalb der Zelle herrschen, kann es zur Bildung der Disulfid-
brücke und der vollständigen Assemblierung von SKF kommen. Der in dieser Arbeit vorge-
schlagene Mechanismus basiert auf weiten Teilen auf der von Liu et al. postulierten Biosynthe-
se (Liu et al., 2010). Im Gegensatz zu Liu et al. wird hier die Disulfidbrückenbildung als Resultat 
der oxidativen Bedingungen außerhalb der Zelle postuliert und nicht als eine durch das Thiore-
doxin katalysierte Reaktion, da im Rahmen dieser Arbeit in den Assays mit den verschiedenen 
SerSkfA-Varianten gezeigt werden konnte, dass es sich bei der Disulfidbrückenbildung um eine 
intrinsische Reaktion unter oxidativen Bedingungen handelt. 
 
 
Abbildung 5.8: Überblick über die postuilierte Biosynthese des Sporulation Killing Factors. 
S
Transkription
Translation
skf-operon
SkfB
Generierung der Thioetherbrücke
SkfC
Abspaltung des Leaderpeptids und Makrozyklisierung
SkfE
Export
S
S
SOxidative Bedingungen
Disulfidbrückenbildung
Sporulation Killing Factor
DISKUSSION 
 166 
5.4 Mechanismus der Thioetherbrückenbildung 
In ribosomal produzierten Peptiden kommen Thioetherbrücken in Sactipeptiden, Lanthipeptiden, 
Labyrinthopeptiden und Cyclothiazomycin vor. Die in Lanthi- und Labyrinthopeptiden ausgebil-
deten Thioetherbindungen verbrücken das Schwefelatom einer Cysteingruppe mit dem β-
Kohlenstoffatom eines Serin- oder Threoninrestes (Kapitel 1.2.2). Die Biosynthese verläuft über 
die Dehydratation des Serin- oder Threoninrestes und anschließende nukleophile Addition des 
Schwefelatoms an das elektrophile β-Kohlenstoffatom des gebildeten Dehydrobutyrin- oder De-
hydroalaninrestes. Die Bildung des Thioethers in Cyclothiazomycin verläuft über einen ähnli-
chen Mechanismus, nur dass im letzten Reaktionsschritt das Schwefelatom eines Cysteinrestes 
mit dem α-Kohlenstoffatom der dehydratisierten Akzeptoraminosäure verknüpft wird. Solch ein 
Mechanismus kann aus mehreren Gründen für die Biosynthese der Thioetherbrücken in Sacti-
peptiden ausgeschlossen werden. Erstens kommen in den Biosynthesegenclustern keine zu 
den Lanthioninsynthetasen homologen Enzyme vor und zweitens können die meisten Akzepto-
raminosäuren in Sactipeptiden nicht dehydratisiert werden, um das korrespondierende α,β-
ungesättigte-Derivat zu bilden. Darüber hinaus konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, 
dass Radical SAM Enzyme für die Synthese der Thioetherbrücken in Sactipeptiden verantwort-
lich sind. Dessen Biosynthese muss folglich über einen völlig neuartigen Mechanismus mit radi-
kalischen Zwischenstufen ablaufen. 
Um einen möglichst genauen Mechanismus für die AlbA- bzw. SkfB-katalysierte Reaktion zu 
postulieren, wurden Modifikationsassays mit AlbAC408A C414A C417A und der SkfBC380A C385A C387A-
Mutante durchgeführt. Beide Radical SAM Enzym-Varianten waren nicht mehr in der Lage, die 
Generierung der jeweiligen Thioetherbindungen zu katalysieren. In den Assays konnte nur nicht 
verbrücktes SboA bzw. einfach verbrücktes SerSkfA detektiert werden. Diese Ergebnisse las-
sen darauf schließen, dass der zweite in AlbA und SkfB gebundene [4Fe-4S]-Cluster eine ent-
scheidende Rolle während der Biosynthese der Bindung spielt. Zu dem Zeitpunkt, als diese 
Ergebnisse erzielt wurden, war der Mechanismus der von BtrN bzw. AtsB katalysierten zwei 
Elektronen-Oxidation bekannt (Kapitel 1.3.9 und 1.3.10) (Grove et al., 2008; 2010). In den bei-
den Mechanismen wurde postuliert, dass der in BtrN- bzw. AtsB-gebundene zweite [4Fe-4S]-
Cluster das Substrat koordiniert und neben dem 5’-dA-Radikal als zweites ein-Elektronen-
Oxidationsmittel Verwendung findet. Bei der AlbA- und SkfB-katalysierten Thioetherbildung 
handelt es sich ebenfalls um eine zwei-Elektronen-Oxidation. Durch UV-Vis-Interaktionsstudien 
mit AlbA, AlbA-Varianten, SboA und llSboA (Kapitel 4.1.15) sollte überprüft werden, ob eine 
Interaktion zwischen dem zweiten in AlbA gebundenen Cluster und dem Vorläuferpeptid SboA 
vorliegt. Die Annahme war, dass es bei einer Interaktion mit einem Eisen-Schwefel-Cluster zu 
einer Veränderung des Oxidationszustandes des Clusters kommt. Diese teilweise Reduktion 
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sollte mit einer Verringerung der für [4Fe-4S]-Cluster charakteristischen Absorptionsbande bei 
410 nm einhergehen. Es wurden die UV-Vis-Spektren der drei AlbA-Varianten AlbA, AlbAC129A 
C133A C136A und AlbAC408A C414A C417A, die jeweils mit SboA, llSboA oder ohne Vorläuferpeptid ver-
setzt waren, gemessen. Im Spektrum von mit SboA versetztem AlbA konnte eine Abnahme der 
charakteristischen Absorption bei 410 nm beobachtet werden. Diese Abnahme war nicht nach 
Zugabe von llSboA zu identifizieren, auch dann nicht, als die AlbA-Variante AlbAC408A C414A C417A 
verwendet wurde. Die charakteristische Abnahme war erneut im Spektrum der AlbA-Variante 
AlbAC129A C133A C136A zu erkennen, der SboA zugegeben wurde. Diese Ergebnisse beweisen eine 
Wechselwirkung zwischen dem zweiten durch das Enzym gebundenen [4Fe-4S]-Cluster und 
dem Vorläuferpeptid SboA. Es ist wahrscheinlich, dass das Schwefelatom einer Cysteingruppe 
an das einzigartige Eisen des zweiten [4Fe-4S]-Cluster koordiniert. Auf Grundlage dieser Er-
gebnisse kann ein plausibler Mechanismus für die AlbA- und SkfB-katalysierte Thioetherbrü-
ckenbildung postuliert werden (Abbildung 5.9). 
 
 
Abbildung 5.9: Postulierter Reaktionsmechanismus der Radical SAM Enzym-katalysierten Thioetherbildung. Eine 
detaillierte Beschreibung des Mechanismus findet sich im Text. 
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Im ersten Reaktionsschritt koordiniert SAM an das einzigartige Eisenatom des nicht reduzierten 
[4Fe-4S]-Clusters, der über das CXXXCXXC-Motiv gebunden ist. Dieser Fe/S-Cluster wird im 
zweiten Reaktionsschritt durch ein externes ein-Elektronen-Reduktionsmittel reduziert und ist 
dementsprechend in der Lage, im dritten Reaktionsschritt ein Elektron auf die Sulfoniumgruppe 
von SAM zu übertragen. Dadurch wird SAM in Methionin und das 5’-dA-Radikal gespalten. 
Währenddessen koordiniert ein Cysteinrest eines Sactipeptidvorläuferpeptides an das einzigar-
tige Eisenatom des zweiten in AlbA und SkfB gebundenen [4Fe-4S]-Clusters. Das Vorläuferpep-
tid wird dadurch im Enzym ausgerichtet, so dass das erzeugte 5’-dA-Radikal das Wasserstoff-
atom des α-Kohlenstoffatoms der Akzeptoraminosäure unter Generierung eines kohlenstoff-
zentrierten Radikals abstrahieren kann. Das neu gebildete kohlenstoffzentrierte Radikal wird 
durch die Amidbindungen des Peptidrückgrates stabilisiert. Im nächsten Reaktionsschritt dient 
der zweite [4Fe-4S]-Cluster als ein-Elektronen-Oxidationsmittel. Er nimmt ein Elektron der koor-
dinierten Sulfidgruppe auf. Dadurch kann es im nächsten Reaktionsschritt zur Kombination des 
schwefel- und kohlenstoffzentrierten Radikals kommen, einhergehend mit der Bildung der für 
Sactipeptide charakteristischen Thioetherbrücke. Der zweite [4Fe-4S]-Cluster liegt nach dem 
Reaktionszyklus in der reduzierten, nicht aktiven Form vor. In den Assays mit AlbA und SkfB 
wurde gezeigt, dass die Reaktion katalytisch abläuft. Der zweite [4Fe-4S]-Cluster muss dem-
nach nach dem Reaktionszyklus regeneriert werden. Das wird einerseits durch den Transfer 
des Elektrons auf einen externen Elektronenakzeptor oder andererseits durch den Transfer des 
Elektrons auf den ersten [4Fe-4S]-Cluster erreicht. Der erste [4Fe-4S]-Cluster würde durch den 
Elektronentransfer in die aktive Form übergehen und wäre demnach in der Lage, SAM für einen 
weiteren Turnover zu spalten. Da in den Assays kein zusätzlicher Elektronenakzeptor vorhan-
den war, ist davon auszugehen, dass der reduzierte zweite [4Fe-4S]-Cluster das Elektron auf 
den durch das CXXXCXXC-Motiv gebundenen [4Fe-4S]-Cluster überträgt. Für diesen Mecha-
nismus spricht zusätzlich die Tatsache, dass die SAM-Spaltungsaktivität von AlbA durch Entfer-
nung des zweiten [4Fe-4S] von 8 auf 0.7 Äquivalente reduziert wurde. 
Durch den vorgeschlagenen Mechanismus können die in den in vitro-Assays mit SerSkfA-Vari-
anten und SkfB erzielten Ergebnisse erklärt werden. Durch den Assay mit der SerSkfAC4S-
Variante wurde gezeigt, dass SkfB nicht in der Lage ist, Etherbindungen zu synthetisieren. Laut 
Mechanismus läuft die Biosynthese der Thioetherbindung über ein Intermediat ab, in dem sich 
eine Eisen-Schwefel-Bindung ausbildet. Während der Ethersynthese müsste sich daher eine 
Eisen-Sauerstoff-Bindung ausbilden. Auf Grund der Tatsache, dass Sauerstoff zu Eisen eine 
viel höhere Affinität aufweist als Schwefel zu Eisen, kann davon ausgegangen werden, dass 
das gebildete Intermediat mit der Eisen-Sauerstoffbindung nicht weiter reagieren kann. Daher 
kommt es nicht zur Synthese der Etherbindung. In den Assays wurde ebenfalls gezeigt, dass 
SkfB nicht in der Lage ist, die Bildung einer invertierten Thioetherbrücke zu katalysieren. Dies 
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kann, wie folgt durch den postulierten Mechanismus erklärt werden. Das Schwefelatom des 
Cysteinrestes wird während der Synthese des Thioethers an das einzigartige Eisenatom des 
zweiten [4Fe-4S]-Clusters koordiniert. Die Bildung dieses Komplexes wird verhindert, wenn der 
Cysteinrest an der Position der Akzeptoraminosäure vorliegt. Dadurch kann es nicht zur Bildung 
des Thioethers durch SkfB kommen. 
Der in dieser Arbeit postulierte Mechanismus für die Thioetherbrückenbildung in Sactipeptiden 
weist Parallelen zum Mechanismus der SAM-abhängigen Methylthiotransferasen MiaB und Ri-
mO auf (Kapitel 1.3.4). In dem von Forouhar et al. postulierten Mechanismus kommt es auch 
zur Ausbildung eines Komplexes aus dem zweiten [4Fe-4S]-Cluster und einer Methyltiolgruppe, 
die über das Schwefelatom an ein Eisenatom des Clusters koordiniert ist (Forouhar et al., 
2013). Wie bei AtsB und BtrN dient auch hier der zweite [4Fe-4S] als zweites ein-Elektronen-
Oxidationsmittel. Zwar sind erst wenige katalytisch ablaufende durch Radical SAM Enzyme 
vermittelte Thioetherbrückenbildungsreaktionen charakterisiert. Es lassen sich aber zum jetzi-
gen Zeitpunkt auf Grund der Parallelen in den postulierten Mechanismen schon einige allge-
meingültige Aussagen treffen. Der zweite [4Fe-4S]-Cluster scheint die Funktion des zweiten ein-
Elektronen Oxidationsmittels einzunehmen. Darüber hinaus kommt es zur Ausbildung eines 
Komplexes, der aus diesem [4Fe-4S]-Cluster und dem Substrat besteht. Das Substrat ist über 
ein Schwefelatom an das einzigartige Eisenatom des Fe/S-Clusters an den Cluster koordiniert. 
Aus diesem Komplex kommt es zur Elektronenübertragung auf das zweite ein-Elektronen Oxi-
dationsmittel. Die Regeneration des zweiten [4Fe-4S]-Clusters durch Übertragung eines Elekt-
rons auf den ersten [4Fe-4S]-Cluster ist beiden Mechanismen ebenfalls gleich. 
5.5 zukünftige Forschungsschwerpunkte 
Abbildung 5.10 liefert einen Überblick über die in AlbA enthaltenen Domänen. Neben der Radi-
cal SAM-Domäne und der SPASM-Domäne, die für die Bindung des zweiten [4Fe-4S]-Clusters 
verantwortlich ist, verfügt AlbA über eine dritte Domäne, die homolog zu PqqD ist. 
 
 
Abbildung 5.10: Übersicht über die in AlbA enthaltene Domänen. 
 
PqqD Radical SAM Domäne SPASM
DISKUSSION 
 170 
PqqD ist ein Protein, das in der Biosynthese von PQQ (Kapitel 1.2.7) involviert ist. Es wird an-
genommen, dass PqqD für die Erkennung des Vorläuferpeptids verantwortlich ist und mit PqqA 
einen Komplex bildet. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass PqqD mit PqqE, einem Radical 
SAM Enzym, einen Komplex bildet. Daher wird angenommen, dass nach Erkennung von PqqA 
durch PqqD ein PqqA-PqqD-PqqE-Komplex gebildet wird, der die erste Reaktion in der Biosyn-
these von PQQ katalysiert. Bis zum heutigen Zeitpunkt konnte diese Hypothese nicht bestätigt 
werden. In Abbildung 5.11 sind die berechneten Kristallstrukturen von AlbA und SkfB gezeigt. 
 
Abbildung 5.11: Mit iTasser berechnete Strukturen von AlbA (A) und SkfB (B). Die PqqD-Domäne ist in beiden 
Strukturen grau hervorgehoben und ist wie ein Deckel zum TIM-barrel angeordnet. Die Cysteine des CXXXCXXC-
Motivs sind dunkelorange, die der zweiten Clusterbindungsstelle hellorange. In beiden Strukturen sind die Cysteine 
der zweiten Clusterbindungsstelle näher an der PqqD-Domäne angeordnet als die Cysteine des CXXXCXXC-Motivs. 
Diese Tatsache könnte dafür sprechen, dass der zweite Cluster in der Koordination des Peptidsubstrates beteiligt ist. 
Der TM-score betrug für AlbA 0.54 und für SkfB 0.43.  
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Eine Kristallstruktur von SkfB lag zum Abgabezeitpunkt dieser Arbeit trotz intensiver Bemühun-
gen noch nicht vor. Die jeweilige N-terminale PqqD-Domäne ist farblich hervorgehoben. Die 
Radical SAM- und SPASM-Domänen bilden die für Radical SAM Enzyme typische TIM-barrel 
Faltung aus. Beide [4Fe-4S]-Cluster werden in der Fassstruktur gebunden, wobei die zweite 
[4Fe-4S]-Cluster-Bindungsstelle in beiden Enzymen in einem Gebiet liegt, in dem die Struktur 
mit einer geringen Genauigkeit berechnet wurde. Die PqqD-Domäne bildet in beiden Enzymen 
eine Art Deckel aus. Hier ist zu vermuten, dass dieser Deckel für die Erkennung des Vorläufer-
peptids verantwortlich ist. Nach Bindung des Peptids könnte es zu einer Konformationsände-
rung kommen. Diese würde dazu führen, dass sich der Deckel der Fassstruktur annähert und 
diese verschließt. Das Vorläuferpeptid wäre dann im aktiven Zentrum des Enzyms koordiniert. 
Die Synthese der Thioetherbrücken könnte beginnen. Zusätzlich wären die beiden [4Fe-4S]-
Cluster vor eindringenden Wassermolekülen optimal geschützt. 
Darüber hinaus würde sich als zukünftiges Forschungsprojekt die Entdeckung neuartiger Sacti-
peptide anbieten. Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch genomic mining vier putative Sacti-
peptidbiosynthesegencluster identifiziert. Des Weiteren wurden Strukturvorschläge zu den ver-
mutlich produzierten Peptiden gemacht. Diese könnten in weiterführenden Studien überprüft 
werden. 
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7. Anhang 
DNA-Sequenzen der untersuchten Proteine 
Im Folgenden sind die DNA-Sequenzen der in dieser Arbeit rekombinant hergestellten Proteine 
gezeigt. Die Primersequenzen sind unterstrichen. 
AlbA 
ATGGCGTTTATAGAGCAGATGTTTCCATTTATTAATGAAAGTGTAAGAGTTCACCAGCTTCCTGAGGGCGGCG 
TGTTAGAAATCGACTACTTGCGCGATAATGTCTCCATTTCTGACTTTGAGTATTTGGATCTCAACAAAACGGC 
TTACGAGCTCTGCATGCGCATGGATGGCCAAAAAACAGCTGAGCAGATTTTAGCTGAGCAATGTGCAGTGTAT 
GATGAATCACCGGAAGACCATAAAGATTGGTATTACGACATGCTCAACATGCTCCAGAACAAGCAGGTTATTC 
AGCTTGGAAACCGGGCCAGCCGCCATACAATCACCACGAGCGGAAGCAATGAATTTCCGATGCCCCTGCACGC 
CACCTTTGAACTGACGCACCGCTGTAATTTGAAATGCGCCCACTGTTATTTGGAAAGCTCACCTGAAGCGCTC 
GGCACCGTGTCGATTGAGCAATTCAAAAAAACGGCTGATATGCTGTTTGATAACGGTGTATTGACATGCGAAA 
TCACAGGTGGAGAAATTTTTGTCCATCCAAACGCCAATGAGATTCTTGACTATGTGTGTAAAAAGTTCAAAAA 
AGTCGCTGTCTTAACAAACGGAACACTCATGCGAAAAGAGAGCCTGGAGCTTTTGAAGACTTACAAGCAAAAA 
ATCATCGTCGGCATTTCTCTAGATAGTGTCAATTCCGAGGTCCATGACTCCTTTAGAGGGAGAAAAGGCTCTT 
TTGCCCAAACTTGTAAAACGATAAAATTGTTGAGTGACCACGGTATATTTGTCAGAGTCGCTATGTCTGTCTT 
CGAAAAAAACATGTGGGAAATCCACGATATGGCCCAAAAGGTTCGGGATCTCGGGGCGAAGGCGTTTTCTTAC 
AATTGGGTTGACGATTTCGGAAGAGGCAGGGATATTGTCCATCCAACGAAAGACGCCGAGCAGCACCGCAAGT 
TTATGGAATACGAGCAACATGTGATTGATGAGTTTAAAGATCTGATTCCGATTATTCCCTATGAGAGAAAACG 
CGCGGCAAATTGCGGCGCTGGCTGGAAGTCCATTGTGATCAGTCCGTTCGGCGAAGTACGTCCTTGCGCCCTC 
TTTCCAAAGGAATTTTCATTGGGAAATATTTTTCATGATTCCTATGAAAGCATCTTTAACTCCCCTCTCGTCC 
ATAAACTGTGGCAAGCGCAAGCGCCGCGGTTCAGCGAACATTGCATGAAAGACAAATGCCCGTTCAGCGGCTA 
TTGCGGAGGCTGTTACTTAAAAGGGCTGAACTCTAACAAATATCACCGGAAAAACATTTGCTCTTGGGCGAAA 
AATGAACAATTAGAAGACGTGGTCCAGCTTATTTAG 
SkfB 
ATGTCATATGATCGTGTTAAAGATTTTGATTTGCCAGAGTTAGCGGTTCATTTACAGCCTCATGGTGCTGTAA 
TGATTGATAGAAAAAGTATGTTTTATTTCAGACTCAGTGGACGTGGAGCACAGTTGGCGTTTCTGTTATCAAA 
AAACAAAAATCTTCATAAAACGGCACGTATTTGGGAGATTATGAAAAAAGAAGAGATGAGTGCTGACCAATTA 
AAAGAAGAGCTTAGTGCCCATCCATTTACGGAGGCTTGGACGGAAGGGCTGTTAGATCAGCCTTTACACGTTT 
CGGGTTCGCTAGATTCATATTTACCTATTAGTTGTACCTTACAGTTGACAAATGCTTGTAATTTAAGCTGTTC 
GTTTTGCTATGCCAGCTCAGGTAAACCATATCCTGAGGAATTATCTAGTGAACAATGGATATTGGTTATGCAA 
AAGCTAGCAGCCCATGGAGTTGCTGATATTACGCTGACCGGGGGTGAAGCAAAGCTGATCAAAGGGTTTAAAG 
AATTAGTCGTTGTTGCAAGTTCGTTGTTTACCAATGTGAATGTATTTAGTAATGGATTGAACTGGCGAGATGA 
AGAAGTTGAATTACTTAGTCACTTAGGCAATGTTTCTGTACAGATTAGTATTGATGGTATGGATAATACACAT 
GACCAATTAAGAGGCAGAAAAGGCGGCTTTAAAGAAAGTATGAATACCATTAAAAAATTATCAGAAGCAAACA 
TTCCAGTGATTGTCGCTATGACCATTAATGAGTCCAATGCTGATGAAGTATCAGATGTGGTGGAGCAATGTGC 
CAATGCGGGTGCTTTTATCTTTCGTGCAGGAAAAACGTTATCTGTTGGACGTGCGACAGAAGGCTTTAAGGCT 
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TTGGATATTGATTTTGAAGAAATGGTTCAAATACAGCTTAGGGAAGCACGTCATAAATGGGGAGATCGCCTGA 
ACATAATTGATTGGGAGCACGAAGAGAGTTCGTTCACAACAGATTTTTGTACACCAGGATATCTTGCTTGGTA 
TATAAGAGCAGATGGATACGTAACTCCTTGCCAATTAGAAGATTTGCCGCTAGGGCATATTTTAGAAGATAGC 
ATGGCTGACATTGGTTCACCTGCTCGTTTGCTTCAGTTAAAATGTGAAGCAAAAAATTGCAAATGTATAGGGA 
AAATTGAGCTATCTGAACCGGACTTACCTTTTCAAAAAGAAGTCAAGGCAGGGATTCAGGAATGA 
 
AS-Sequenzen der untersuchten Proteine 
Im Folgenden sind die Aminosäuresequenzen der in dieser Arbeit rekombinant hergestellten 
Proteine gezeigt. Die Bindungsstellen der [4Fe-4S]-Cluster sind fett hervorgehoben. 
AlbA 
MFIEQMFPFINESVRVHQLPEGGVLEIDYLRDNVSISDFEYLDLNKTAYELCMRMDGQKT 
AEQILAEQCAVYDESPEDHKDWYYDMLNMLQNKQVIQLGNRASRHTITTSGSNEFPMPLH 
ATFELTHRCNLKCAHCYLESSPEALGTVSIEQFKKTADMLFDNGVLTCEITGGEIFVHPN 
ANEILDYVCKKFKKVAVLTNGTLMRKESLELLKTYKQKIIVGISLDSVNSEVHDSFRGRK 
GSFAQTCKTIKLLSDHGIFVRVAMSVFEKNMWEIHDMAQKVRDLGAKAFSYNWVDDFGRG 
RDIVHPTKDAEQHRKFMEYEQHVIDEFKDLIPIIPYERKRAANCGAGWKSIVISPFGEVR 
PCALFPKEFSLGNIFHDSYESIFNSPLVHKLWQAQAPRFSEHCMKDKCPFSGYCGGCYLK 
GLNSNKYHRKNICSWAKNEQLEDVVQLI 
SkfB 
DRKSMFYFRLSGRGAQLAFLLSKNKNLHKTARIWEIMKKEEMSADQLKEETEGLLDQPLH 
VSGSLDSYLPISCTLQLTNACNLSCSFCYASSGKPYPEELSSEQWILVMQKLAAHGVADI 
TLTGGEAKLIKGFKELVVVASSLFTNVNVFSNGLNWRDEEVELLSHLGNVSVQISIDGMD 
NTHDQLRGRKGGFKESMNTIKKLSEANIPVIVAMTINESNADEVSDVVEQCANAGAFIFR 
AGKTLSVGRATEGFKALDIDFEEMVQIQLREARHKWGDRLNIIDWEHEESSFTTDFCTPG 
YLAWYIRADGYVTPCQLEDLPLGHILEDSMADIGSPARLLQLKCEAKNCKCIGKIELSEP 
DLPFQKEVKAGIQE 
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5´-Desoxyadenosin Kalibrierung 
Für die Berechnung der 5´-Desoxyadenosinkonzentration in den Assays aus den Integralflächen 
wurde folgende Gleichung verwendet (Gattner, 2010): 
 
Integralfläche = 49,789 x [5´-dA] 
 
 
Tabellen und Abbildungen 
Tabelle A.1: Messwerte die für die Bestimmung der Eichgerade der Eisenbestimmung erhalten wurden. 
Eisenmenge optische Dichte bei 593 nm 
2 nmol 0.094 
5 nmol 0.158 
10 nmol 0.359 
20 nmol 0.678 
30 nmol 1.006 
40 nmol 1.327 
 
 
 
Abbildung A.1: Eichgerade zur Eisenbestimmung 
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Abbildung A.2: HPLC-HRMS-Analyse von verschieden konzentrierten SboA Lösungen. (A) bis {I) Massenspektren 
der jeweiligen detektierten dreifach geladenen SboA-Spezies. Es wurden jeweils 50 µL Lösung injiziert. Ab einer 
Konzentration von 80 µM ist SboA sehr gut zu detektieren. 
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Abbildung A.3: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SboA-Modifikationsassays. (A) 
Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektierten 
SboA-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA mit Zugabe von Iodacetamid 
und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboA-Spezies. (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Assays 
mit AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboA-Spezies. (D) Extrahiertes Ionenchromatogramm 
des Assays mit AlbA mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboA-Spezies. 
(E) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SAM mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes 
Massenspektrum der detektierten SboA-Spezies. 
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Abbildung A.4: Übersicht über die Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse des Thermolysinverdaus von Subtilosin A. 
(A) Extrahierte Ionenchromatogramme der fünf Subtilosin A Fragmente die beim Thermolysinverdau gebildet werden. 
(B) Massenspektrum von Fragment II. (C) Massenspektrum von Fragment I. (D) Massenspektrum von Fragment V. 
(E) Massenspektrum von Fragment III. (F) Massenspektrum von Fragment IV. 
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Abbildung A.5: Überblick über die Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse des Thermolysinverdaus von 3b-SboA. (A) 
Extrahierte Ionenchromatogramme der erwarteten 3b-SboA Fragmente. Es ist nur eine Verbindung, die das m/z-
Verhältnis von Fragment II besitzt, zu identifizieren. (B) Massenspektrum von Fragment II. Im Vergleich zum Thermo-
lysinverdau von Subtilosin A ist die Intensität um den Faktor 5000 geringer. 
 
 
Abbildung A.6: Überblick über die Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse des Carboxypeptidaseverdaus von 3b-
SboA. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm und Massenspektrum von zweifach verkürzten 3b-SboA. (B) Extrahier-
tes Ionenchromatogramm und Massenspektrum von dreifach verkürzten 3b-SboA. 
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Abbildung A.7: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SboAC4A-Modifikationsassays. 
(A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektier-
ten SboAC4A-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA mit Zugabe von Iodaceta-
mid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboAC4A-Spezies. (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm des 
Assays mit AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboAC4A-Spezies. (D) Extrahiertes Ionenchroma-
togramm des Assays mit AlbA mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten 
SboAC4A-Spezies. (E) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SAM mit Zugabe von Iodacetamid 
und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboAC4A-Spezies. 
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Abbildung A.8: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SboAC7A-Modifikationsassays. 
(A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektier-
ten SboAC7A-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA mit Zugabe von Iodace-
tamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboAC7A-Spezies. (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm 
des Assays mit AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboAC7A-Spezies. Die berechneten Massen-
spektren von 1b-SboAC7A und 2b-SboAC7A mit angegeben. (D) Extrahierte Ionenchromatogramme des Assays mit 
AlbA mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboAC7A-Spezies. (E) Extrahier-
tes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SAM mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspekt-
rum der detektierten SboAC7A-Spezies. 
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Abbildung A.9: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SboAC13A-Modifikationsassays. 
(A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektier-
ten SboAC13A-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA mit Zugabe von Iodace-
tamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboAC13A-Spezies. (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm 
des Assays mit AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboAC13A-Spezies. (D) Extrahiertes Ionen-
chromatogramm des Assays mit AlbA mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten 
SboAC13A-Spezies. (E) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SAM mit Zugabe von Iodaceta-
mid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SboAC13A-Spezies. 
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Abbildung A.10: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der llSboA-Modifikationsassays. 
(A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektier-
ten llSboA-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne AlbA mit Zugabe von Iodaceta-
mid und detailliertes Massenspektrum der detektierten llSboA-Spezies. (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm des 
Assays mit AlbA und detailliertes Massenspektrum der detektierten llSboA-Spezies. (D) Extrahiertes Ionenchromato-
gramm des Assays mit AlbA mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten llSboA-
Spezies. (E) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SAM mit Zugabe von Iodacetamid und 
detailliertes Massenspektrum der detektierten llSboA-Spezies. 
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Abbildung A.11: Vollständiges Alignment von fünf Radical SAM Enzymen die an der Biosynthese von Sactipeptiden 
oder an der Biosynthese von putativen Sactipeptiden involviert sind. Im N-terminalen Bereich ist in allen Enzymen 
das charakteristische CXXXCXXC-Motiv konserviert. In der C-terminalen Region sind drei weitere Cysteine konser-
viert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass diese Cysteine in AlbA und SkfB einen weiteren [4Fe-
4S]-Cluster koordinieren. 
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Abbildung A.12: Extrahiertes Ionenchromatogramm des SboA-Modifikationsassays mit AlbAC408A C414A C417A und 
detailliertes Massenspektrum der detektierten SboA-Spezies. 
 
 
Abbildung A.13: Überblick über die Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der Überstandextrakte der Fermentation 
der Subtilosin AT6I-Variante. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Überstandsextraktes der Fermentation der 
Subtilosin AT6I-Variante ohne Zugabe von IPTG. (B) Zugehöriges Massenspektrum des in (A) extrahierten Peaks. (C) 
Extrahiertes Ionenchromatogramm des Überstandsextraktes der Fermentation der Subtilosin AT6I-Variante mit Zuga-
be von IPTG. (B) Zugehöriges Massenspektrum des in (C) extrahierten Peaks. 
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Abbildung A.14: Überblick über die Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der Überstandextrakte der Fermentation 
der Subtilosin AC7A-Variante. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Überstandsextraktes der Fermentation der 
Subtilosin AC7A-Variante ohne Zugabe von IPTG. (B) Zugehöriges Massenspektrum des in (A) extrahierten Peaks. 
(C) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Überstandsextraktes der Fermentation der Subtilosin AC7A-Variante mit 
Zugabe von IPTG. (B) Zugehöriges Massenspektrum des in (C) extrahierten Peaks. 
 
Abbildung A.15: Überblick über die Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der Überstandextrakte der Fermentation 
der Subtilosin AF31Y-Variante. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Überstandsextraktes der Fermentation der 
Subtilosin AF31Y-Variante ohne Zugabe von IPTG. (B) Zugehöriges Massenspektrum des in (A) extrahierten Peaks. 
(C) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Überstandsextraktes der Fermentation der Subtilosin AF31Y-Variante mit 
Zugabe von IPTG. (B) Zugehöriges Massenspektrum des in (C) extrahierten Peaks. 
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Tabelle A.2: Übersicht über die Retentionszeiten der verschiedenen durch heterologe Expession in E. coli hergestell-
te SerSkfA-Varianten. 
SerSkfA-Variante Retentionszeit SerSkfA-Variante Retentionszeit 
SerSkfAC4A 12.4 min SerSkfAM12S 11.9 min 
SerSkfAC4S 12.2 min SerSkfAM12F 12.4 min 
SerSkfAM12A 12.1 min SerSkfAM12L 12.5 min 
SerSkfAM12T 11.9 min SerSkfAM12Q 12.4 min 
SerSkfAM12Y 12.5 min SerSkfAM12K 11.7 min 
SerSkfAM12N 11.9 min SerSkfAC4M M12C 12.3 min 
SerSkfAM12E 11.7 min   
 
 
Abbildung A.16: Übersicht über die HPLC Chromatogramme der Reinigung der verschiedenen SerSkfA-Varianten 
nach erfolgreicher TEV-Spaltung ((A) bis (E)). Die jeweils gesammelte und lyophilisierte Fraktion ist blau markiert. 
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Abbildung A.17: Übersicht über die HPLC Chromatogramme der Reinigung der verschiedenen SerSkfA-Varianten 
nach erfolgreicher TEV Spaltung ((A) bis (H)). Die jeweils gesammelte und lyophilisierte Fraktion ist blau markiert. 
 
min0 5 10 15 20 25 30
mAU   
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
 VWD1 A, Wavelength=215 nm (LF120417\LF_SKFA000002.D)
SerSkfAA
min0 5 10 15 20 25 30
mAU   
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
 VWD1 A, Wavelength=215 nm (LF120816\SKFACA000004.D)
B
SerSkfAC4A
min0 5 10 15 20 25 30
mAU   
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
 VWD1 A, Wavelength=215 nm (LF120814\SKFAME000005.D)
1-V
ial
 2
SerSkfAM12E
C
min0 5 10 15 20 25 30
mAU   
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
 VWD1 A, Wavelength=215 nm (LF120820\SKFAML000009.D)
D
SerSkfAM12L
min0 5 10 15 20 25 30
mAU   
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
 VWD1 A, Wavelength=215 nm (LF120817\SKFAMN000007.D)
E SerSkfAM12N
min0 5 10 15 20 25 30
mAU   
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
 VWD1 A, Wavelength=215 nm (LF120814\SKFAMC000003.D)
1-V
ial
 3
F
SerSkfAM12Y
min0 5 10 15 20 25 30
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
G
SerSkfAC4S
min0 5 10 15 20 25 30
0
500
1000
1500
2000
2500
3000
 VWD1 A, Wavelength=215 nm (LF120612\SKFAMC000002.D)
H SerSkfAC4M M12C
ANHANG 
 xvii 
 
Abbildung A.18: Überblick über die Massenspektren von SerSkfA mit verschiedenen in-source Fragmentierungs-
spannungen. (A) SerSkfA Massenspektrum mit einer in-source Fragmentierungsspannung von 10 V. Es sind vier 
verschiedene SerSkfA-TFA Adukte zu identifizieren. (B) SerSkfA Massenspektrum mit einer in-source Fragmentie-
rungsspannung von 20 V. Neben SerSkfA sind drei SerSkfA-TFA Adukte zu beobachten. (C) SerSkfA Massenspekt-
rum mit einer in-source Fragmentierungsspannung von 40 V. Neben dem SerSkfA Spektrum ist nur noch eine gerin-
gere Menge an SerSkfA-TFA Adukt zu beobachten. 
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Abbildung A.19: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfA-Modifikationsassays. 
(A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massenspektrum der detektier-
ten SerSkfA-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB mit Zugabe von Iodace-
tamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfA-Spezies. (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm 
des Assays mit SkfB und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfA-Spezies. (D) Extrahiertes Ionen-
chromatogramm des Assays mit SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und detaillierte Massenspektren der detektierten 
SerSkfA-Spezies.  
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Abbildung 4.20: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAC4A-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAC4A-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB 
mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAC4A-Spezies. (C) Extrahiertes 
Ionenchromatogramm des Assays mit SkfB und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAC4A-Spezies. 
(D) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Assays mit SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAC4A-Spezies. 
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Abbildung 4.21: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAC4M M12C-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAC4M M12C-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne 
SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAC4M M12C-Spezies. (C) 
Extrahiertes Ionenchromatogramm des Assays mit SkfB und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSk-
fAC4M M12C-Spezies. (D) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Assays mit SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und 
detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAC4M M12C-Spezies. 
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Abbildung 4.22: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAC4S-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detaillierte Massen-
spektren der detektierten SerSkfAC4S-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB 
mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAC4S-Spezies. (C) Extrahiertes 
Ionenchromatogramm des Assays mit SkfB und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAC4S-Spezies. 
(D) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Assays mit SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAC4S-Spezies. 
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Abbildung 4.23: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12A-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAM12A-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne 
SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAM12A-Spezies. 
 
 
Abbildung 4.24: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12F-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAM12F-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB 
mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAM12A-Spezies. 
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Abbildung 4.25: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12L-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detaillierte Massen-
spektren der detektierten SerSkfAM12L-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB 
mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAM12L-Spezies. 
 
 
Abbildung 4.26: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12N-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAM12N-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne 
SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAM12N-Spezies. 
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Abbildung 4.27: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12S-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detaillierte Massen-
spektren der detektierten SerSkfAM12S-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB 
mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAM12S-Spezies. 
 
 
Abbildung 4.28: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12T-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAM12T-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB 
mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAM12T-Spezies. 
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Abbildung A.29: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12Q-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAM12Q-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne 
SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAM12Q-Spezies. 
 
 
Abbildung A.30: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der SerSkfAM12K-
Modifikationsassays. (A) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massen-
spektrum der detektierten SerSkfAM12K-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne 
SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten SerSkfAM12K-Spezies. 
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Abbildung A.31: Detaillierte Übersicht der Ergebnisse der HPLC-HRMS-Analyse der llSkfA-Modifikationsassays. (A) 
Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB und detailliertes Massenspektrum der detektierten 
llSkfA-Spezies. (B) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Kontrollassays ohne SkfB mit Zugabe von Iodacetamid 
und detailliertes Massenspektrum der detektierten llSkfA-Spezies. (C) Extrahiertes Ionenchromatogramm des Assays 
mit SkfB und detailliertes Massenspektrum der detektierten llSkfA-Spezies. (D) Extrahiertes Ionenchromatogramm 
des Assays mit SkfB mit Zugabe von Iodacetamid und detailliertes Massenspektrum der detektierten llSkfA-Spezies. 
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